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tain	 conformational	 shape	or	 to	be	 located	 in	a	 certain	position	 in	 the	 cell.	
The	Atomic	Force	Microscopy	(AFM)	is	a	powerful	technique	that	allows	vis‐




focusing	 on	 tip‐sample	 interactions,	measurement	modes,	 sample	 prepara‐











tion	 initiation	of	bacterial	plasmids.	Our	 findings	 support	a	general	mecha‐
nism	for	Rep	proteins	in	which	first,	Rep	proteins	bind	at	the	iteron	position	
and	 second,	 specifically	 interact	with	 one	 strand	 of	 the	 replication	 bubble.	
Also,	we	characterized	the	formation	of	amyloid	fibers	of	RepA	protein.	Oth‐
er	contributions	during	these	years	of	PhD	are	briefly	described	in	Chapter	
5:	 DNA	 origami	 characterization,	 structural	 description	 of	 helical	 filament	
formations	 (TubZ	 proteins)	 and	 interactions	 between	 the	 peptide	 KF	 and	
DNA.	Finally,	Chapter	6	collects	the	main	conclusions	of	this	dissertation.		
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DBD	 Dominio	 de	 unión	 al	 DNA	 (por	 sus	 siglas	 en	 inglés,	
DNA	binding	domain).	
DnaA	 Puede	hacer	referencia	a	la	secuencia	del	DNA	(cajas	








Inf.	/	oligo	inf.	 Oligo	 que	 contiene	 la	 secuencia	 de	 la	 hebra	 inferior	
de	la	región	rica	en	ATs	del	origen	correspondiente.	
݇	 Constante	de	fuerza	de	la	micropalanca.	
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݇஻	 Constante	de	Bolztmann.	KF	 Kahalalide	F.	






















Sup.	/	oligo	sup.		 Oligo	 con	 la	hebra	 superior	de	 la	 región	 rica	en	ATs	
del	origen	correspondiente.	
T		 Timina.	
























vistos	 en	 la	 escala	macroscópica,	 como	 son	 los	 efectos	 cuánticos,	 etc.	 Estu‐
diar	objetos	en	 la	escala	nanométrica	 sigue	 siendo	un	 reto	hoy	en	día	y	ha	
llevado	a	desarrollar	nuevas	disciplinas	como	son	 la	nanociencia	y	 la	nano‐
tecnología.		
La	nanociencia	 y	 la	nanotecnología	 engloban	 gran	 parte	 de	 la	 ciencia	 y	
tecnología	 que	 nos	 rodea	 hoy	 en	 día:	 la	 fabricación	 de	 chips	 cada	 vez	más	
pequeños,	nanopartículas	que	actúan	como	pequeños	contenedores	de	me‐
dicamentos,	biosensores	para	la	detección	precoz	del	cáncer,	nanorobots,	te‐









para	 poder	 entender	 sistemas	 biológicos.	 La	 mayor	 parte	 de	 los	 procesos	
biológicos	ocurren	en	la	escala	nanométrica	y	hasta	hace	poco	más	de	medio	












































CMOS	 y	 mejorar	 los	 algoritmos	 de	 procesamiento	 de	 las	 imágenes	
(McMullan,	 2009).	 Por	 otra	 parte,	 los	 microscopios	 de	 fluorescencia	 han	
permitido	localizar	moléculas	en	la	célula	alcanzando	una	resolución	por	de‐











independientemente	 a	 cada	 uno	de	 los	 corredores	 de	 la	maratón,	 veremos	
que	el	ganador	tarda	poco	más	de	2	horas	y	que	otros	no	consiguen	llegan	a	
meta.		
En	 los	 experimentos	 multipartícula,	 la	 medida	 que	 se	 obtiene	 es	 un	 valor	
medio	de	la	población	total	de	moléculas.	En	la	mayoría	de	los	casos,	se	re‐
quiere	que	la	reacción	esté	sincronizada,	lo	que	no	es	siempre	posible	debido	
a	 la	 heterogeneidad	de	 los	 procesos	 o	 la	 existencia	 de	 estados	 intermedia‐
rios.	Esto	esconde	comportamientos	atípicos	dentro	de	una	reacción,	lo	que	
correspondería	en	el	ejemplo	de	la	maratón	con	el	corredor	más	lento,	el	más	
rápido	 o	 el	 que	 se	 para	 a	 beber	 agua.	 Las	 heterogeneidades	 causadas	 por	
muchas	 moléculas	 o	 individuos	 haciendo	 algo	 al	 mismo	 tiempo	 se	 conoce	
como	desorden	dinámico	(Zwanzig,	1992)	(Min,	2005).		









‐ Puede	 utilizarse	 tanto	 en	 aire	 como	 en	 líquido	 en	
condiciones	fisiológicas.		












‐ Es	necesario	 etiquetar	 con	un	 fluoróforo	 el	 compo‐
nente	que	se	quiera	estudiar.		





























‐ Se	 obtiene	 una	 imagen	 topográfica	 en	 3D	 de	 la	 su‐
perficie.		





ma	 independientemente.	 Sin	 embargo,	 la	 misma	 molécula	 no	 siempre	 se	
comporta	 de	 la	misma	manera.	 Volviendo	 a	 la	 analogía	 de	 la	maratón,	 un	
atleta	maratoniano	no	siempre	hace	 los	mismos	 tiempos	o	 se	para	a	beber	









dieléctricas	 o	 magnéticas,	 respectivamente.	 Las	 técnicas	 de	 fluorescencia	
















Capítulo	1	 se	 introducen	 los	 conceptos	básicos	del	microscopio	de	 fuerzas	
atómicas:	se	describen	las	interacciones	que	tienen	lugar	entre	la	punta	y	la	
muestra,	los	distintos	modos	de	medida,	la	preparación	de	las	muestras	y	la	
adquisición	de	 las	 imágenes.	A	partir	del	 segundo	capítulo	se	describen	 los	
resultados	experimentales	obtenidos	en	esta	tesis.	En	el	Capítulo	2	se	estu‐
dian	 y	 comparan	 las	 propiedades	mecánicas	 del	 DNA	 y	 del	 RNA	 de	 doble	
hebra.	 En	 el	Capítulo	3	 se	 desarrolla	 una	 nueva	 aproximación	 para	medir	
volúmenes	a	partir	de	imágenes	de	AFM	y	se	aplica	a	proteínas	y	a	moléculas	
de	 DNA	 de	 cadena	 sencilla.	 En	 el	 Capítulo	 4	 se	 caracteriza	 la	 interacción	
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1. Introducción a la Microscopía 
de Fuerzas Atómicas en 
Muestras Biológicas 
1. Introducción 
La	microscopía	 de	 fuerzas	 atómicas	 es	 una	 técnica	 excelente	 para	 estudiar	
muestras	biológicas,	con	el	único	requisito	de	que	la	muestra	debe	de	estar	
adsorbida	en	una	superficie.	En	este	capítulo	vamos	a	explicar	con	detalle	las	
interacciones	 que	 tienen	 lugar	 entre	 la	 punta	 y	 la	 muestra	 cuando	 ambas	
están	muy	próximas	entre	sí	y	los	distintos	modos	de	medida	del	AFM	para	
obtener	 la	 topografía	 de	 las	 muestras	 biológicas.	 También	 trataremos	 con	
detalle	los	distintos	tipos	de	superficie	que	se	emplean	para	adsorber	mues‐
tras	biológicas,	 la	preparación	de	 las	mismas,	 el	 procedimiento	de	 adquisi‐
ción	de	las	imágenes	y	su	posterior	procesamiento.	
2. Potencial de interacción 
Dado	que	el	principio	básico	del	AFM	se	basa	en	una	punta	que	recorre	la	su‐
perficie	de	una	muestra,	 las	 interacciones	entre	punta‐muestra	vienen	des‐
critas	 según	 la	 mecánica	 del	 estado	 sólido	 por	 potenciales	 de	 interacción.	
Uno	 de	 los	modelos	matemáticos	más	 usados	 para	 representar	 las	 fuerzas	
químicas	entre	átomos	es	el	potencial	de	Lennard‐Jones,	que	viene	descrito	
por	la	ecuación:	
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Figura	 1.1.	 Potencial	 de	 interacción	 de	 Lennard‐Jones.	 Con	 fondo	 rojo	 está	
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3.1.1. Fuerzas de van der Waals 
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Figura	 1.2.	 Esquema	 de	 un	 sistema	 punta‐muestra	 a	 punto	 de	 entrar	 en	
contacto.	a)	Punta‐muestra	separadas	una	distancia	z.	b)	Punta‐muestra	en	contacto	
separadas	por	a0,	distancia	intermolecular.	Esquema	adaptado	de	(Lee,	2003).	
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3.1.2. Fuerzas electrostáticas de Coulomb 
Las	fuerzas	electrostáticas	provienen	de	la	presencia	de	cargas	electrostáti‐
cas	 tanto	 en	 la	punta	 como	en	 la	 superficie	de	 la	muestra.	 Las	 cargas	 elec‐
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donde	݇஻	es	la	constante	de	Boltzmann	(1.38	E‐23	J/K),	ܶ	es	la	temperatura	absoluta	 (en	 K),	 ݁	 es	 la	 carga	 del	 electrón,	 ܿ௜	 es	 la	 concentración	 molar	(en	mol/l)	y	ݖ௜	es	la	valencia	iónica	(incluyendo	el	signo)	del	componente	݅.		
3.1.3. Fuerzas capilares o de adhesión 
Por	el	hecho	de	estar	en	condiciones	ambientales	con	una	cierta	humedad,	la	
superficie	 y	 la	 punta	 están	 cubiertas	 por	 una	 delgada	 capa	 de	 agua.	 Estas	
moléculas	 de	 agua	 adsorbidas	 en	 la	 superficie	 forman	un	menisco	 entre	 la	
punta	y	la	superficie	cuando	ambas	están	próximas.	El	menisco	implica	una	
fuerza	capilar	atractiva	que	depende	de	la	distancia	(Garcı́a,	2002).	Cuando	la	
punta	 se	 separa	 de	 la	 superficie	 tiene	 que	 vencer	 la	 fuerza	 capilar,	 produ‐




za	 de	 adhesión	 alcanza	 su	máximo	 entre	 humedades	 relativas	 del	 60‐80%	
(Jones,	2002).	
La	fuerza	capilar	se	reduce	cuando	se	trabaja	en	el	régimen	atractivo	debido	
a	que	 la	 flexión	del	cantiléver	genera	 fuerzas	elásticas	que	contrarrestan	 la	
fuerza	capilar	(ver	Figura	1.4)	(Yang,	1996).		
 
Figura	 1.4.	 Detalle	 de	 la	 fuerza	 elástica	 (ࡲࢋ)	 en	 el	 régimen	 a)	 atractivo	 o	 b)	repulsivo.	 La	 fuerza	 capilar	 (ܨ௖),	 atractiva,	 está	 representada	 en	 el	 caso	 de	 que	 la	punta	se	aproxime	a	la	superficie	en	la	dirección	z.	En	el	caso	del	régimen	repulsivo,	
las	moléculas	de	DNA	se	ven	aplastadas	por	la	punta.	La	ܨ௔	hace	referencia	a	la	fuerza	de	adhesión	y	la	ܨ௙	a	la	fuerza	de	fricción	que	se	ejerce	entre	la	punta	y	la	superficie.	
Esquema	adaptado	de	(Yang,	1996).		
Las	 fuerzas	 capilares	 están	presentes	 solamente	 cuando	 se	 trabaja	 en	 aire.	
En	líquido	estas	fuerzas	no	existen	dado	que	todo	el	sistema	punta‐muestra	
está	inmerso	en	líquido	y	no	se	forma	un	menisco	entre	la	punta	y	la	mues‐
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tra.	Sin	embargo,	en	medio	líquido	es	posible	tener	adhesión	de	la	punta	so‐
bre	 la	superficie,	dependiendo	del	 tampón	con	el	que	 trabajemos.	Debido	a	
que	 la	 naturaleza	 de	 las	 fuerzas	 de	 adhesión	 es	 también	 electrostática,	 la	
fuerza	se	puede	reducir	optimizando	el	equilibrio	entre	iones		monovalentes,	
divalentes,	 etc.	 en	 la	 solución	 acuosa,	 puesto	 que	 la	 longitud	 de	Debye	 de‐
pende	 fuertemente	de	 la	 valencia	de	 los	 iones	 (Ec.	1.4).	Esta	 fuerza	de	ad‐
hesión	hay	que	vencerla	para	poder	observar	 los	objetos	nanométricos	ad‐
sorbidos	en	la	superficie.		








átomos	 de	 la	 punta	 y	 la	muestra	 se	 superponen.	 Tienen	 lugar	 a	 distancias	
subnanométricas	(0.1	‐	0.2	nm).		
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son:	 la	 caracterización	 de	 cargas	 eléctricas	 superficiales	 (kelvin	 probe)	 o	
campos	magnéticos	(MFM)	de	una	superficie,	el	estudio	de	 las	propiedades	
mecánicas	 de	 materiales	 y	 de	 proteínas	 mediante	 indentaciones	 o	 estira‐
mientos	(pushing	o	pulling),	etc.		






la	 superficie.	 Para	 desplazamientos	 pequeños,	 la	 relación	 entre	 la	 fuerza	
normal	y	el	desplazamiento	puede	aproximarse	por	la	ley	de	Hooke:		
	 F kx  	 (1.5)	
donde	݇	 es	 la	 constante	 elástica	 y	 ݔ	 es	 la	 flexión	de	 la	micropalanca.	En	el	
modo	 de	 contacto	 predominan	 las	 fuerzas	 repulsivas	 entre	 la	 punta	 y	 la	
muestra.	Existen	dos	modos	de	medida	que	se	basan	en	mantener	 la	altura	
constante	entre	punta‐muestra	o	bien	en	mantener	 la	deflexión	del	cantilé‐
ver	 (es	decir,	 la	 fuerza)	constante	mientras	el	 tubo	piezoeléctrico	realiza	el	
barrido	de	la	superficie	en	el	plano	XY	(ver	Figura	1.5).		
Debido	a	que	existe	un	contacto	directo	entre	la	punta	y	la	muestra,	las	fuer‐










en	X	 de	 la	 punta.	 Estas	 fuerzas	 de	 adhesión	 que	 son	 inevitables	 cuando	 se	
trabaja	en	aire,	se	eliminan	por	completo	en	medio	líquido	al	estar	todo	in‐
merso	en	agua	(Hansma,	1994).	







superficies	 de	 materiales	 (Drake,	 1989)	 también	 se	 ha	 utilizado	 para	 bio‐
moléculas	 con	 resolución	 sub‐nanométrica	 (Müller,	 1995).	 Las	membranas	
púrpura	estudiadas	por	el	grupo	de	Müller	forman	una	estructura	estable	en	
dos	dimensiones	que	no	se	dañan	al	medir	en	modo	contacto.		















02 cos   ts
mwd z dzm kz F F wt
Q dtdt
		 (1.6)	
donde	 la	 masa	 efectiva	 de	 la	 punta	 se	 define	 como	݉ ൌ ݇/ሺݓ଴ሻଶ	 con	 ݇	 la	constante	de	fuerza	y	ݓ଴	la	frecuencia	de	resonancia	libre	de	la	micropalan‐ca.	El	 factor	de	calidad,	ܳ,	es	ܳ ൌ ݉ݓ/ܾ,	donde	ݓ	es	 la	 frecuencia	de	reso‐
nancia	de	la	micropalanca	(ݓ ൌ 2ߨ݂)	y	ܾ,	es	el	factor	de	atenuación.	El	últi‐
mo	término	se	refiere	a	la	fuerza	motriz	(ܨ଴ cosݓݐ)	y	el	penúltimo,	ܨ௧௦,	a	las	








sistema	 de	 realimentación:	 modulación	 en	 amplitud	 (AM‐AFM,	 amplitude	
modulation)	o	modulación	en	frecuencia	(FM‐AFM,	frecuency	modulation).	
4.2.1. Modulación en amplitud (AM-AFM) o tapping  
En	el	modo	de	modulación	de	la	amplitud	(AM‐AFM)	el	parámetro	que	con‐
trola	el	sistema	de	realimentación	es	 la	amplitud	de	la	oscilación.	La	ampli‐
tud	 de	 la	 oscilación	 de	 la	 micropalanca	 depende	 de	 la	 distancia	 punta‐
muestra.	Existen	dos	regímenes	de	trabajo	en	tapping:	atractivo	y	repulsivo.	
En	 el	 régimen	 atractivo,	 las	 fuerzas	 netas	 que	 predominan	 son	 las	 fuerzas	
atractivas.	La	punta	 realiza	el	barrido	 sin	entrar	en	 contacto	directo	 con	 la	
superficie.	En	algunos	casos,	este	método	es	también	llamado	de	no‐contacto	





perficie	 es	 por	 tanto	muy	pequeño	 y	 las	 fuerzas	 laterales	 quedan	práctica‐
mente	eliminadas	(Moreno‐Herrero,	2000).		
La	transición	entre	ambos	regímenes	depende	principalmente	de	la	amplitud	
y	 de	 las	 propiedades	 de	 la	 muestra	 (García,	 1999).	 Las	 propiedades	 de	 la	
muestra	no	se	pueden	elegir,	pero	sin	embargo,	es	posible	controlar	la	ampli‐
tud	de	la	oscilación	(Eaton,	2010).	Por	ejemplo,	seleccionando	una	amplitud	




Durante	el	proceso	de	aproximación	de	 la	punta	a	 la	 superficie	 se	produce	













micropalanca	 es	 pequeña	 (A1),	 la	 oscilación	 se	 produce	 en	 el	 régimen	 atractivo,	
mientras	 que	 con	 amplitudes	 mayores	 (A2)	 la	 oscilación	 se	 produce	 tanto	 en	 el	
régimen	atractivo	como	en	el	 repulsivo,	provocando	un	contacto	 intermitente.	A	 la	
derecha	 se	 muestra	 la	 flexión	 de	 la	 micropalanca	 en	 cada	 uno	 de	 los	 regímenes:	
atractivo,	repulsivo	y	fuerza	neta	nula.	
La	mayor	parte	de	los	resultados	descritos	en	esta	tesis	se	realizaron	emple‐
ando	 el	 modo	 dinámico	 de	 modulación	 de	 la	 amplitud,	 trabajando	 en	 el	
régimen	atractivo.	
4.2.2. Modulación en frecuencias (FM-AFM) 
En	 el	 modo	 de	 modulación	 en	 frecuencia	 (FM‐AFM)	 el	 parámetro	 que	 se	
mantiene	constante	durante	 la	adquisición	es	 la	 frecuencia	de	 la	oscilación.	


















con	el	valor	 introducido	por	el	usuario.	La	 imagen	 topográfica	 se	obtiene	a	
partir	del	cambio	registrado	por	el	tubo	piezoeléctrico.	















operando	 en	modo	 tapping.	 Las	 líneas	 continuas	 indican	 la	 posición	 de	 los	 surcos	
mayores	y	 las	 líneas	discontinuas	 los	 surcos	menores.	El	protocolo	seguido	para	 la	
preparación	de	la	muestra	es	el	mismo	que	en	(Pyne,	2014).	





aleja	 y	 se	mueve	 lateralmente	 al	 siguiente	punto	de	 la	 imagen	 (ver	Figura	
1.8).	Como	el	movimiento	 lateral	está	desacoplado	del	vertical,	el	efecto	de	
las	 fuerzas	 laterales	 derivadas	 del	 barrido	 es	 nulo	 mientras	 que	 la	 fuerza	
normal	es	controlada	por	el	usuario	(mediante	el	valor	de	la	deflexión	apli‐
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Dado	que	este	modo	permite	 controlar	 con	gran	precisión	 la	 fuerza	que	 se	
ejerce	 sobre	 el	 objeto	 de	 estudio,	 es	 posible	 caracterizar	 las	 propiedades	




Pablo,	 1998),	Force	Volume	 (FV)	 (Digital	 Instruments)	 y	Pulsed	Force	Mode	




























y	 corregir	 la	 inclinación	 de	 la	muestra,	 con	 piezos	 pequeños	 para	 hacer	 el	
movimiento	rápido	en	Z	una	vez	que	se	llega	a	la	superficie.	El	segundo	com‐












6. Elección de la micropalanca 
La	elección	de	la	micropalanca	es	una	decisión	clave	a	la	hora	de	tener	éxito	
en	un	experimento.	Hoy	en	día,	existen	varias	empresas	que	fabrican	micro‐







conseguir	 un	 rendimiento	 óptimo.	 Por	 ejemplo,	 cuando	 se	 utiliza	 el	 modo	
contacto,	 tanto	 en	 líquido	 como	 en	 aire,	 la	micropalanca	 ha	 de	 ser	 lo	más	
blanda	posible	para	no	dañar	la	muestra.	Cuando	se	utiliza	el	modo	dinámico	
con	modulación	 en	 amplitud	 se	 pueden	 distinguir	 dos	 casos:	 en	 líquido,	 la	
constante	de	fuerza	ha	de	ser	pequeña	para	dañar	la	muestra	lo	menos	posi‐
ble	(0,01‐0,1	N/m),	mientras	que	el	aire,	la	constante	de	fuerza	ha	de	ser	ma‐








Tabla	1.1.	Especificaciones	del	 fabricante	de	 las	puntas	utilizadas	en	 la	 tesis.	 Forma	
(F),	Grosor	 (G),	Ancho	por	Largo	 (A	 x	L),	Radio	de	 la	punta	 (Rp),	 constante	de	 fuerza	 (k),	
Frecuencia	 de	 resonancia	 (Fr)	 y	Material	 de	 la	 punta	 (Mp).	 *Abreviaturas	 de	 la	 forma:	RC	
para	 micropalancas	 rectangulares,	 TR	 para	 triangulares	 y	 PR	 para	 piramidales	 o	
tetraédricas.	**La	mayor	parte	de	las	micropalancas	están	recubiertas	por	una	capa	de	metal	
(oro,	 cobre,	 aluminio)	 para	mejorar	 la	 reflexión	 del	 láser	 sobre	 su	 superficie.	 Al	 lado	 del	
nombre	en	superíndices	se	indica	el	número	del	capítulo	donde	han	sido	utilizadas.		


































7. Resolución del AFM 


























	  2l R z z h     	 (1.8)	
donde	ߜݖ	es	 la	resolución	en	altura	(Ec.	1.9)	y	∆݄	es	 la	diferencia	de	altura	
entre	los	dos	objetos	(Figura	1.9	(b))	(Martínez,	2011).		






neal	 y	 por	 lo	 tanto	 puede	 dar	 lugar	 a	 otros	 artefactos	 en	 la	 imagen.	 Y	 por	
último,	 hay	 que	 tener	 en	 cuenta	 que	 hay	 partes	 del	 objeto	 que	 nunca	 se	
podrán	ver	debido	a	la	geometría	de	la	punta	(como	por	ejemplo	el	hemisfe‐
rio	sur	de	una	muestra	esférica)	(Smela,	1999).		
La	resolución	vertical	 está	 limitada	 tanto	por	el	 ruido	procedente	del	 sis‐
tema	de	detección	como	por	el	ruido	térmico	de	la	micropalanca:	
	 2 2térmico detecciónz z z    	 	(1.9)	
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   	 (1.10)	
donde	݇஻	es	la	constante	de	Boltzmann	(1.38	·	10‐23	J/K),	݇	es	la	constante	de	fuerza	de	la	micropalanca	(en	N/m),	y	ܶ	la	temperatura	absoluta	(en	K).	Para	
una	micropalanca	 típica	de	 aire,	 con	una	 constante	de	 fuerza	de	40	N/m	a	
temperatura	ambiente	 (295	K),	 las	 fluctuaciones	 térmicas	están	por	debajo	
de	0.01	nm.	Para	una	micropalanca	típica	de	líquido	(݇	~	0.05	N/m,	295	K)	
las	fluctuaciones	térmicas	~	0.3	nm.	
8. Componentes de nuestro AFM 
El	microscopio	utilizado	en	esta	tesis	es	un	aparato	comercial	de	la	empresa	






























fotodiodo	 gracias	 a	 un	 haz	 láser	 que	 se	 refleja	 sobre	 el	 extremo	 voladizo	 de	 la	
micropalanca.	La	señal	del	fotodiodo	se	analiza	en	la	electrónica	donde	se	encuentra	
el	 amplificador	 lock‐in	 que	 manda	 la	 amplitud,	ܣ,	 y	 fase	 de	 la	 oscilación,	߶,	 de	 la	
micropalanca	 junto	 con	 la	 fuerza	 normal,	 ܨே,	 fuerza	 lateral,	 ܨ௅,	 y	 la	 suma	 de	intensidad,	 ∑,	 al	 DSP	 donde	 se	 realiza	 el	 feedback	 digital.	 Los	 nuevos	 valores	 se	
envian	a	 la	electrónica	que	manda	la	nueva	señal	corregida	al	piezo	para	continuar	
con	 el	 barrido.	 En	 el	 ordenador	 se	 controlan	 los	 parámetros	 de	 la	 adquisición	 de	
imágenes	a	la	vez	que	se	visualiza	en	tiempo	real	la	imagen	adquirida.		





9. Preparación de los experimentos, adquisición y 
procesamiento de las imágenes 








producible	 para	 todos	 los	 experimentos	 (Thomson,	 2007).	 Las	 superficies	
más	utilizadas	que	cumplen	estos	 requisitos	 son:	mica,	 grafito	 (HOPG),	oro	
(Au111)	y	vidrio	(El	Kirat,	2005).	Todas	ellas	se	colocan	adheridas	a	un	por‐











(ver	Figura	1.11)	 (Thomson,	2007).	Esta	estructura	 cristalina	en	 forma	de	
láminas	delgadas,	flexibles	y	brillantes,	permite	una	exfoliación	sencilla	de	la	
superficie.	Poniendo	una	cinta	adhesiva	sobre	la	cara	descubierta	de	la	mica	






2007).	 Esto	 le	 confiere	 una	 carga	 negativa	 a	 la	 superficie	 que	 permite	 que	
moléculas	con	carga	positiva	puedan	adherirse	a	ella.	En	el	caso	de	moléculas	
con	 carga	 negativa,	 como	por	 ejemplo	 el	DNA,	 existen	 distintas	 estrategias	
para	cambiar	la	carga	de	la	mica.	La	más	común	consiste	en	introducir	iones	










químicos	de	 silano,	 como	el	3‐aminopropyl‐triethoxysilane	 (APTES).	 La	 fun‐
cionalización	de	 la	mica	 con	estos	pretratamientos	es	 sencilla.	Para	ello,	 se	
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depositan	unos	microlitros	de	una	solución	acuosa	que	contenga	el	compo‐





ción	 acuosa	que	 contiene	 a	 la	 biomolécula	 a	 estudiar.	 Se	 dejan	 desde	 unos	




mente	 sobre	 los	 microlitros	 de	 la	 reacción	 depositados	 previamente	 en	 la	
mica.		















beza	del	AFM	está	diseñada	de	tal	 forma	que	permite	enfocar	el	 láser	en	 la	























forma	más	 controlada	 y	 precisa,	 realizando	 pequeños	 movimientos	 con	 el	
motor	hasta	llegar	al	rango	del	tapping.		
9.3. Adquisición de imágenes  
Durante	 la	adquisición	de	 las	 imágenes	con	el	AFM	es	necesario	ajustar	 los	
parámetros	del	feedback	y	el	set	point.	El	feedback	puede	cambiar	de	un	ex‐
perimento	a	otro	y	 su	valor	debe	 ser	 el	máximo	posible	que	no	 introduzca	










punta	no	 llega	 a	medir	 la	 superficie	 hasta	pasado	un	 tiempo,	 creando	un	 artefacto	
conocido	 como	 parachuting	 (Ando,	 2008).	 En	 b)	 el	 set	 point	 se	 ha	 ajustado	
adecuadamente	y	se	observan	las	fibras	de	RepA.	
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También	 es	 importante	 ajustar	 otros	 parámetros	 para	 obtener	 una	 resolu‐
ción	 instrumental	 razonable	 como	 el	 tamaño	 de	 la	 imagen,	 el	 número	 de	
puntos	(por	lo	general	512	para	las	imágenes	tomadas	en	aire	y	256	para	las	
imágenes	tomadas	en	líquido)	o	la	frecuencia	de	barrido	(entre	0.3	o	3	Hz).		
9.4. Procesamiento de las imágenes 
El	procesamiento	de	las	imágenes	se	llevó	a	cabo	con	el	mismo	software	uti‐
lizado	para	la	adquisición	de	las	mismas.	El	software	WSxM	(Horcas,	2007)	




curvo	del	piezo	al	tomar	la	 imagen.	A	continuación	se	aplicó	el	 filtro	 flatten	
en	 la	 imagen,	descartando	todas	 las	zonas	que	contienen	a	 la	muestra.	Este	
filtro	resta	a	cada	línea	la	altura	media	de	la	línea.	Por	lo	tanto,	si	en	una	re‐
gión	hay	un	cambio	topográfico	brusco,	la	altura	media	de	la	línea	será	ma‐
yor	y	 la	 superficie	parecerá	más	baja	 (más	oscura)	de	 lo	que	realmente	es.	
Sin	embargo,	este	efecto	no	es	real,	sino	que	es	un	artefacto	que	hay	que	co‐
rregir.	 Durante	 el	 desarrollo	 de	 esta	 tesis,	 Nanotec	 desarrolló	 una	 nueva	
herramienta	de	flatten	llamada	Flatten	Plus,	con	la	que	ya	no	es	necesario	se‐










9.4.1. Artefactos de la imagen 
Los	artefactos	en	la	imagen	se	pueden	producir	por	diferentes	motivos.	Los	
más	 habituales	 provienen	 de	 la	 punta	 y/o	 del	 piezo,	 pero	 también	 pueden	
ser	 artefactos	 debidos	 a	 un	 mal	 sistema	 de	 aislamiento	 mecano‐acústico,	
procedente	de	la	electrónica	o	incluso	debido	al	procesamiento	de	las	imáge‐
nes.	Los	artefactos	más	comunes	se	detallan	a	continuación:	




(a)).	 Ocurre	 generalmente	 cuando	 la	 punta	 resulta	 dañada	 durante	 el	
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‐ El	 drift	 o	 deriva	 está	 relacionado	 con	 pequeños	 movimientos	 de	 algún	












más	 alta	 por	 el	 centro	 que	 por	 los	 lados.	 Este	 efecto	 es	 fácil	 corregirlo	
substrayendo	el	plano	curvo	medio	de	la	imagen.	
Para	comprobar	que	 lo	que	estamos	observando	son	artefactos	y	no	carac‐





10. AFM aplicado a la biología 
A	partir	de	las	imágenes	de	AFM	es	posible	extraer	información	de	una	gran	
variedad	de	sistemas	biológicos	entre	 los	que	 se	 incluyen:	 ácidos	nucleicos	
(Hansma,	 1995)	 (De	 Pablo,	 2000),	 virus	 (Carrasco,	 2008),	 proteínas	 de	
membrana	 (Scheuring,	 2003),	 cambios	 conformacionales	 de	 proteínas	
(Mertens,	2012),	interacciones	entre	proteínas		(Fuentes‐Perez,	2012),	entre	
proteína	y	DNA	(Rivetti,	1999)	 (Hansma,	2001),	 (Moreno‐Herrero,	2005)	o	








formación	 de	 estructuras	 amiloides	 (Capítulo	 4).	 También	 comentaremos	
más	brevemente	aplicaciones	a	otras	nanoestructuras	como	son	el	DNA	ori‐
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2. Propiedades Mecánicas de 
Ácidos Nucleicos: DNA y RNA 





troversia	 entre	 distintos	 grupos	 del	 mundo	 que	 competían	 por	 resolverla.	
Finalmente,	James	Watson	y	Francis	Crick	revelaron	su	estructura	mediante	
experimentos	de	difracción	de	rayos‐X	en	1953	(Watson,	1953)	y	 junto	con	
Maurice	 Wilkins	 consiguieron	 el	 premio	 Nobel	 de	 Medicina	 en	 1962	
(Bowater,	2005).	
El	DNA	de	doble	hebra	es	 la	molécula	elegida	por	muchos	organismos	para	
codificar	 la	 información	 genética.	 Sin	 embargo,	 el	 DNA	 solo	 representa	 el	
15%	de	los	ácidos	nucleicos	en	bacterias	como	E.	coli	y	el	18,5%	en	mamífe‐




















La	 estructura	de	 las	moléculas	 de	doble	 hebra	de	DNA	y	 de	RNA	 conserva	
muchos	elementos	en	común.	Ambas	son	cadenas	poliméricas	en	las	que	los	
nucleótidos	 están	 unidos	 covalentemente	 entre	 sí	 mediante	 enlaces	 fosfo‐
diéster	 entre	 el	 grupo	 fosfato	unido	al	 azúcar	de	un	nucleótido	y	un	grupo	

















tan	 los	 principales	 parámetros	 estructurales	 de	 las	 formas	 secundarias	 del	
DNA:	A,	B	y	Z	(Saenger,	1984)	(Watson,	2004)	(Neidle,	2010).		
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Tabla	 2.1.	 Comparación	 de	 los	 parámetros	 estructurales	 de	 las	 tres	 formas	
secundarias	que	adopta	el	DNA:	forma	A,	forma	B	y	forma	Z.		
Tipo	de	hélice	
	 Forma	A	 Forma	B	 Forma	Z	
Sentido	de	la	rotación	 Derecha	 Derecha	 Izquierda	
Diámetro hélice 2.55	nm 2.37	nm 1.84	nm	
Ascenso	en	bp	por	vuelta	hélice 2.3	Å 3.32	Å 3.8	Å	
bp por	vuelta	hélice 11 10,5 12	
Inclinación	de	las	bases	respecto	a	
la	normal	al	eje	 +19°	 ‐1,2°	 ‐9°	
1.1. Ácidos nucleicos con el AFM  
El	AFM	es	una	 técnica	 excelente	para	 observar	 ácidos	nucleicos	por	 varios	
motivos.	Primero,	porque	son	moléculas	estables,	que	mantienen	su	estruc‐
tura	 secundaria	una	vez	adheridas	a	 la	 superficie	bajo	condiciones	adecua‐










dad	 relativa.	 Un	 estudio	 en	 el	 grupo	 de	 Carlos	 Bustamante	 demuestra	 que	
aplicando	la	misma	fuerza,	la	altura	del	DNA	es	mayor	cuando	la	humedad	es	
menor	(5%)	que	cuando	la	humedad	es	mayor	(23%)	(Yang,	1996).		








nutos	 de	 empezar	 el	 experimento,	 como	 se	muestra	 en	 la	Figura	2.2.	 Este	
cambio	topográfico	podría	relacionarse	con	la	adsorción	de	la	bicapa	de	agua	




ficie	 hidrofílica,	 como	 es	 el	 caso	 de	 la	 mica,	 se	 estima	 en	 torno	 a	 0.6	 nm	
(Santos,	2011).	
 
Figura	2.2.	Posible	capa	de	agua	en	 la	superficie	de	 la	mica.	 Imágenes	de	AFM	
(arriba)	y	los	correspondientes	perfiles	(abajo)	de	un	experimento	de	DNA	en	mica	
(fijado	con	magnesio).	a)	Primera	imagen	tomada	del	experimento	y	b)	imagen	de	la	























Figura	 2.3.	 Imágenes	 de	 AFM	 de	 moléculas	 de	 DNA	 (pGEM,	 2743	 bp).	 a)	
Moléculas	 equilibradas	 (adsorbidas	 con	 magnesio	 incluido	 en	 la	 reacción)	 y	 b)	
moléculas	 cinéticamente	 atrapadas	 (pretratamiento	 de	 la	 mica	 con	 polilisina).	 La	
concentración	de	DNA	es	la	misma	en	ambos	experimentos	(1	nM).		
Existen	numerosos	trabajos	donde	se	detallan	diferentes	métodos	de	adsor‐
ción	de	 las	moléculas	de	DNA	a	 la	mica	u	otras	 superficies	 (ver	Capítulo	1,	
Sección	9.1).	Sin	embargo,	no	todos	los	protocolos	para	adsorber	DNA	permi‐
ten	equilibrar	las	moléculas	en	la	superficie.		
1.2. Propiedades mecánicas de ácidos nucleicos 
Aunque	las	propiedades	mecánicas	de	los	ácidos	nucleicos	varíen	localmente	














ciones	 térmicas	 (Bustamante,	 2003).	 El	 WLC	 considera	 que	 la	 energía	 de	
curvatura	 sigue	 un	 comportamiento	 armónico	 y	 se	 define	 como	 la	 energía	
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necesaria	para	doblar	un	segmento	de	DNA	de	longitud	l,	un	cierto	ángulo	ߠ	




  BWLC k T PE l 	 (2.1)	
Este	modelo	utiliza	la	longitud	de	persistencia,	ܲ,	como	parámetro	estadísti‐
co	 para	 caracterizar	 la	 flexibilidad	 de	 la	 cadena	 polimérica.	 La	 longitud	 de	
persistencia	define	la	longitud	media	a	la	cual	la	dirección	de	la	cadena	per‐
siste,	 o	 dicho	 de	 otra	 forma,	 la	 longitud	media	 en	 la	 que	 las	 fluctuaciones	
térmicas	 curvan	 la	 molécula.	 La	 longitud	 de	 persistencia	 del	 DNA	 ha	 sido	













AFM.	 Sus	 resultados	 indican	 que	 la	 energía	 de	 curvatura	 experimental	 es	
menor	de	la	que	predice	el	modelo	del	WLC.	Por	otra	parte,	en	el	artículo	del	
grupo	de	Taekjip	Ha	(Vafabakhsh,	2012)	demuestran	mediante	fluorescencia	




curvar	más	de	 la	 longitud	de	persistencia,	 lo	que	tiene	gran	importancia	en	
muchos	procesos	celulares.		
En	el	artículo	de	(Wiggins,	2006)	se	propone	un	modelo	llamado	LSEC	(por	
sus	 siglas	 en	 inglés,	 linear	 sub‐elastic	 chain)	 en	 el	 que	 la	 energía	 elástica	
empírica	dependía	linealmente	del	valor	absoluto	del	ángulo	de	curvatura	ߠ,	
de	la	temperatura	ܶ	y	de	una	constante	empírica	ߙ	(Ec.		 (2.2),	 en	 lugar	 de	
tener	una	dependencia	cuadrática	con	el	ángulo	como	supone	el	WLC.		










Sin	embargo,	 las	propiedades	mecánicas	a	 corta	escala	de	 las	moléculas	de	
RNA	no	han	sido	estudiadas	hasta	la	fecha.	








limérica,	 〈ܴଶ〉,	 y	 la	media	 del	 ángulo	 de	 curvatura	 (θ)	 entre	 dos	 tangentes	
consecutivas	de	 la	cadena	polimérica,	 〈cos	ሺθሻ〉	(Hagerman,	1988).	En	 la	Fi‐
gura	2.5	se	muestra	una	representación	gráfica	los	parámetros	ܮ,	ܴ	y	θ.	
Esta	aproximación	es	posible	debido	a	que	cuando	las	moléculas	están	equi‐





	 3/2 23 33 2 2 (1 )   DL PD DDR P L P e 	 (2.3)	
		 2/2 22 22 2 2 (1 )   DL PD DDR P L P e 	 (2.4)	
	 2 32D DP P 	 (2.5)	
Por	lo	tanto,	en	el	caso	de	calcular	la	longitud	de	persistencia	a	partir	de	las	
imágenes	de	AFM	debemos	 tener	en	cuenta	 la	 relación	entre	 longitudes	de	
persistencia	en	2D	y	3D,	y	las	ecuaciones	quedarían	como	se	muestra	a	con‐
tinuación	(Ec.	2.6	y	2.7):	
	  2 /2, 2 24 1 1L Ps s L D PR PL eL          	 (2.6)	




Caracterización de sistemas biológicos con AFM 
32	








R R 	 (2.8)	
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	 (2.10)	
donde	el	 factor	de	normalización	en	nuestro	caso	es	el	 sumatorio	de	 todos	
los	ángulos.	
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2. Materiales y métodos 















pendientes	 para	 obtener	 dos	 hebras	 complementarias	 de	 RNA.	 Posterior‐
mente	se	hibridan	las	dos	hebras	en	presencia	de	EDTA	para	obtener	molé‐
culas	de	RNA	de	cadena	doble.		
2.2. Preparación de las muestras para AFM 
La	reacción	se	preparó	en	un	volumen	final	de	10	µl	con	una	concentración	
final	de	0.25	nM	de	DNA	o	RNA	en	el	tampón	25	mM	Tris	OAc	(pH	7.5),	2.5	











amplitud	pico‐pico	de	5	nm	para	evitar	dañar	 la	muestra.	 La	 frecuencia	de	
barrido	utilizada	 fue	de	1‐2	 líneas/s	para	 imágenes	de	750	 x	750	nm2	 con	
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4. Resultados experimentales 
4.1. Adsorción de las moléculas de DNA y RNA a la mica 
El	método	de	adsorción	empleando	iones	de	magnesio,	ampliamente	utiliza‐
do	para	adsorber	moléculas	de	DNA	en	mica,	no	permitió	adsorber	las	molé‐











Figura	 2.6.	Moléculas	 de	DNA	 y	RNA	 adsorbidas	 con	magnesio	 y	 niquel	 a	 la	





talpía	 de	 hidratación	mayor	 que	 el	magnesio,	 favorece	 una	 adsorción	más	
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fuerte	a	la	mica	(Hansma,	1996).	La	adsorción	de	las	moléculas	de	RNA	a	la	
mica	 utilizando	 níquel	 resultó	 posible	 y	 comprobamos	 que	 una	 concentra‐
ción	nanomolar	(2‐3	nM)	era	suficiente	para	adsorber	las	moléculas	a	la	su‐
perficie	pero	estando	suficientemente	libres	para	adoptar	una	configuración	











molécula.	 A	 pesar	 de	 que	 las	 dos	moléculas	 tienen	 la	misma	 secuencia,	 las	
moléculas	de	RNA	adoptan	 la	 forma	A	de	manera	estable,	mientras	que	 las	
moléculas	de	DNA	adoptan	la	forma	B.	De	estas	medidas	se	obtiene	que	la	re‐
lación	de	pares	 de	 bases	 por	 nm	es	 de	 0.35	nm/bp	para	 el	DNA	y	 de	0.29	
nm/bp	para	el	RNA,	valores	que	están	de	acuerdo	con	lo	publicado	(Saenger,	
1984).		
4.2. Co-adsorción de las moléculas de DNA y RNA 
A	pesar	 de	 que	 el	 AFM	es	 una	 técnica	 que	permite	medir	 alturas	 con	 gran	
precisión,	 comparar	 las	 alturas	 en	 diferentes	 experimentos	 puede	 llevar	 a	
error.	Por	ejemplo,	cuando	se	trabaja	en	aire,	la	muestra	se	va	deshidratando	
y	como	consecuencia	la	altura	puede	variar	a	lo	largo	del	experimento.	Por	lo	












siendo	 las	moléculas	de	DNA	más	alargadas	y	delgadas,	 y	 las	moléculas	de	
RNA	más	cortas	y	gruesas.	




Imagen	 de	 AFM	 donde	 se	 observan	 coadsorbidas	 tres	 moléculas	 de	 DNA	 (parte	
superior	de	la	imagen)	y	una	molécula	de	RNA	(parte	inferior).	La	escala	de	color	se	
indica	a	la	derecha	de	la	imagen.	b)	Lontitud	de	contorno	de	las	moléculas	de	DNA	y	
RNA.	c)	 Imagen	de	AFM	de	una	molécula	de	RNA	 (izquierda)	 coadsorbida	 con	una	
molécula	de	DNA	(derecha).	Escala	de	color	(de	oscuro	a	brillante)	de	0	–	2.2	nm.	d)	
Perfil	de	alturas	indicado	en	la	imagen	de	AFM	con	una	barra	negra.		
4.3. Propiedades mecánicas de ácidos nucleicos 
A	partir	de	las	imágenes	de	AFM	es	posible	medir	las	propiedades	mecánicas	
de	 ácidos	 nucleicos	 analizando	 la	 trayectoria	 de	 las	moléculas	 como	 se	 ha	
descrito	anteriormente	en	la	Sección	2.4.	Para	ello,	es	imprescindible	que	las	
moléculas	estén	equilibradas	en	la	mica.	Una	primera	comprobación	de	que	
las	 moléculas	 están	 equilibradas	 en	 la	 mica	 es	 probar	 que	 la	 distancia	
cuadrática	media,	〈ܴଶ〉	siga	la	Ecuación	2.6	descrita	por	(Rivetti,	1996).	En	la	
Figura	2.8	(a)	se	muestra	la	distancia	cuadrática	media	en	función	de	la	lon‐
gitud	de	 contorno	y	 se	observa	que	 los	datos	obtenidos	 en	 los	 tres	 experi‐
mentos	 (RNA‐Ni+2,	 DNA‐Ni+2	 y	 DNA‐Mg+2)	 se	 ajustan	 a	 la	 misma	 función,	





Como	 un	 segundo	 criterio	 para	 comprobar	 que	 las	moléculas	 están	 equili‐
bradas	en	la	mica	se	utilizó	la	correlación	entre	tangentes,	〈cos	ሺθሻ〉,	cuya	de‐
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para	distancias	mayores	de	150	nm	los	datos	experimentales	se	desvían	lige‐






obtenida	 está	 de	 acuerdo	 con	 lo	 publicado	 anteriormente	 (Smith,	 1996)	
(Wang,	1997)	(Abels,	2005).	De	lo	contrario,	si	las	moléculas	estuvieran	ciné‐
ticamente	atrapadas	en	 la	 superficie,	 la	 longitud	de	persistencia	 seguiría	 la	
Ecuación	2.8	descrita	por	(Rivetti,	1996).	
 
Figura	 2.8.	 Propiedades	 mecánicas	 del	 DNA	 y	 RNA.	 a)	 Representación	 de	 la	
distancia	cuatrática	media,	y	b)	del	ángulo	de	curvatura	medio,	 frente	a	 la	 longitud	
de	contorno.	A	partir	de	los	ajutes	a	las	Ecuaciones	2.6	y	2.7	se	obtiene	la	longitud	de	
persistencia	para	cada	experimento.		
4.4. Propiedades mecánicas a corta escala 
Siguiendo	 el	 procedimiento	 descrito	 en	 la	 Sección	 1.2.1	 se	 ha	 analizado	 la	
energía	de	curvatura	a	partir	de	la	distribución	de	ángulos	entre	las	tangen‐
tes	de	los	puntos	separados	una	longitud	ܮ	(Figura	2.9).	
En	 el	 caso	 de	 las	moléculas	 de	 DNA	 se	 observa	 que	 a	 distancias	 cortas,	 la	
energía	 de	 curvatura	 que	 se	 necesita	 para	 doblar	 una	 molécula	 un	 cierto	
ángulo	es	menor	de	lo	que	predice	el	modelo	del	WLC.	Estos	resultados	fue‐
ron	previamente	publicados	por	(Wiggins,	2006)	donde	empleaban	magne‐
sio	 como	método	 de	 adsorción.	Nuestros	 datos	 reproducen	 sus	 resultados,	
adsorbiendo	las	moléculas	de	DNA	con	magnesio	(rombos	grises)	y	compro‐
bamos	que	las	moléculas	adsorbidas	con	níquel	(cuadrados	negros)	tienen	el	
mismo	 comportamiento.	 La	 energía	 de	 curvatura	 a	 longitudes	 pequeñas	
(ܮ ൌ 5	݊݉)	es	menor	de	la	esperada	y	a	medida	que	aumenta	la	longitud	de	
contorno	ܮ,	los	valores	experimentales	se	van	ajustando	mejor	a	los	valores	
teóricos	predichos	por	el	WLC,	hasta	 llegar	a	una	ܮ ൌ 30	݊݉,	donde	ambos	
valores	coinciden	perfectamente.	






más	 rígida	 con	una	 longitud	de	persistencia	 equivalente	de	115	nm.	 Según	
aumenta	 la	 longitud	 de	 contorno,	 los	 datos	 experimentales	 se	 van	 aproxi‐
mando	a	 los	datos	 teóricos	predichos	por	el	WLC	como	ocurre	con	el	DNA.	
Sin	embargo,	en	este	caso,	se	necesita	 llegar	hasta	 longitudes	similares	a	 la	
longitud	de	persistencia	 (ܮ ൌ 60	݊݉)	para	que	 los	datos	experimentales	si‐
gan	el	comportamiento	del	WLC.		
 
Figura	 2.9.	 Propiedades	 mecánicas	 del	 DNA	 y	 RNA	 a	 distancias	 cortas.	 a)	






tre	el	 sumatorio	de	 todos	 los	ángulos	y	esto	conduce	a	un	valor	 límite,	que	
hemos	denominado	energía	 límite,	ܧܮ.	La	energía	 límite	depende	por	 tanto	
del	número	de	ángulos	normalizados	y	tiende	a	un	valor	en	torno	a	los	8	–	9	
kBT.	En	la	Tabla	2.2	se	muestran	el	valor	de	la	energía	límite	y	el	número	de	
ángulos	 analizados	 para	 cada	 experimento	 a	 diferentes	 longitudes	 de	 con‐
torno.		
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Los	datos	obtenidos	por	encima	de	esa	energía	límite,	quedan	reflejados	en	
la	 Tabla	 2.2	 como	 ángulos	 grandes	 (ߠ ൒ 1.1	ݎܽ݀)	 y	 ángulos	 medianos‐




grandes.	Sin	embargo,	según	vamos	aumentando	 la	 longitud	de	contorno	 la	
proporción	se	va	reduciendo	hasta	un	factor	2,	con	ܮ ൌ 30	݊݉.		
Tabla	2.2.	Resumen	de	 los	datos	analizados	para	diferentes	 longitudes	de	contorno	
(ࡸ ൌ ૞, ૚૙	࢟	૜૙	࢔࢓).	 En	 la	 primera	 fila	 se	 indica	 el	 número	 de	 ángulos	 analizados.	 En	 la	
segunda	fila	la	energía	límite	,	ܧ௅,	en	unidades	de	kBT.	En	la	tercera	y	cuarta	fila	se	muestra	el	número	de	ángulos	grandes	(ߠ ൒ 1.1	ݎܽ݀)	y	medianos‐grandes	(ߠ ൒ 0.8	ݎܽ݀)	junto	con	su	
porcentaje	correspondiente.		


















No.	ࣂ	 55085	 26565	 47495	 54127	 26103	 46669	 50295	 24255	 43365	










































Como	 conclusión,	 las	 propiedades	 mecánicas	 del	 RNA	 a	 escalas	 pequeñas	
(pocos	 nm)	 presentan	 una	 desviación	 con	 respecto	 a	 las	 predichas	 por	 el	
WLC	hacia	una	mayor	 rigidez	que	puede	cuantificarse	 como	el	doble	de	 su	
longitud	de	persistencia	a	grandes	escalas	(decenas	de	nm).	
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5. Discusión de los resultados 
Las	propiedades	mecánicas	de	los	ácidos	nucleicos	son	muy	importantes	pa‐
ra	entender	cómo	funcionan	ciertos	procesos	biológicos.	Dado	que	la	mayor	





alta	 compactación	 las	moléculas	 de	DNA	 se	 enrollan	 en	unas	proteínas	 lla‐












En	esta	 tesis	se	ha	utilizado	 la	microscopía	de	 fuerzas	atómicas	para	medir	
propiedades	mecánicas	 de	 cadenas	 poliméricas	 como	 son	 las	moléculas	 de	
RNA.	Para	ello,	 fue	necesario	desarrollar	un	método	para	adsorber	y	equili‐









bado	 que	 su	 comportamiento	 es	 el	 mismo	 que	 con	 otros	 iones	 divalentes	
como	el	níquel.	
La	longitud	de	persistencia	del	DNA	empleando	magenesio	como	método	de	
adsorción	 ya	 se	 había	 obtenido	 por	 microscopía	 de	 fuerzas	 atómicas	
anteriormente.	 Nuestros	 experimentos	 reproducen	 estos	 resultados	 y	
además,	 introducimos	 un	 nuevo	 método	 basado	 en	 iones	 de	 níquel	 para	
equilibrar	 las	 moléculas	 en	 la	 mica.	 Los	 iones	 de	 níquel	 tienen	 un	 radio	
iónico	 más	 grande	 que	 los	 iones	 de	 magnesio	 y	 han	 permitido	 equilibrar	
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también	las	moléculas	de	RNA	en	la	mica	con	las	mismas	condiciones.	Dado	
que	 las	 moléculas	 de	 RNA	 siguen	 los	 mismos	 criterios	 de	 〈ܴଶ〉	 y	 〈cos	ሺθሻ〉	
establecidos	 por	 (Rivetti,	 1996),	 podemos	 asegurar	 que	 en	 las	 longitudes	
medidas	 de	 al	 menos	 200	 nm,	 las	 moléculas	 están	 equilibradas	 en	 la	
superfice.	















más	 rígido	 a	 corta	 escala),	 descarta	 la	 posibilidad	 de	 que	 exista	 un	 error	
intrínseco	en	las	medidas.	Estos	resultados	por	tanto,	justifican	el	empleo	del	
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3. Medidas de Volumen de 










tura	 para	 calcular	 el	 volumen	 de	 objetos	 a	 partir	 de	 imágenes	 de	 AFM.	





1.1. Medidas de volumen 
Las	medidas	 de	 volumen	 a	 partir	 de	 imágenes	 de	AFM	 se	 han	utilizado	 en	
aplicaciones	 biológicas	 para	 determinar	 la	 estequiometria	 de	 proteínas	
(Schneider,	1998),	la	constante	de	asociación	entre	proteínas	(Ratcliff,	2001),	
la	 interacción	 entre	 proteínas	 (Schlacher,	 2005)	 o	 entre	 proteína	 y	 DNA	
(Wyman,	1997).		
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Los	métodos	descritos	en	la	literatura	para	calcular	el	volumen	de	proteínas	







































	 	  2 23
6
hV r h  	 (3.1)	




do	 el	 radio	 basal	 y	 el	 radio	 a	media	 altura	 con	 los	 volúmenes	 teóricos	
(calculados	según	la	Ecuación	3.6).	Ambos	volúmenes	experimentales	son	
proporcionales	 al	 volumen	 teórico.	 Sin	 embargo,	 el	 volumen	 obtenido	
midiendo	el	radio	a	media	altura	es	aproximadamente	3	veces	menor	al	
volumen	 teórico,	 mientras	 que	 el	 volumen	 obtenido	 midiendo	 el	 radio	
basal	es	muy	similar	al	teórico	(tan	solo	1.2	veces	más	pequeño).		
	















V hw 	 (3.2)	
donde	ݓ	es	el	diámetro	y	݄	 la	altura	experimental.	Este	método	ha	sido	
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como	control	tiene	el	 inconveniente	de	que	a	veces	no	es	posible	distinguir	








parte	 superior	 del	 objeto	 y	 multiplicarlo	 por	 dos	 (Pietrasanta,	 1999)	 y	 c)	


































no	globulares.	a)	 Se	mide	 el	 volumen	multiplicando	 el	 área	 de	 la	 proteína	 por	 la	




El	 volumen	 teórico	 de	 una	 proteína	 cuyo	 peso	 molecular	 es	 conocido	 se	
puede	estimar	utilizando	la	Ecuación	3.6	(Cantor,	1980)	(Edstrom,	1990). 




  		 (3.6)	
donde	MW	es	el	peso	molecular	de	la	proteína,	 ஺ܰ	es	el	número	de	Avogadro,	
ଶܸഥ 	es	el	volumen	parcial	de	la	proteína	(0.741	cm3	/	g),	 തܸଵ	es	el	volumen	es‐pecífico	parcial	del	agua	(1	cm3	/	g)	y	ߜ	es	el	factor	de	hidratación	de	la	pro‐
teína	 (sobre	0.3	 ‐	0.4	g	H2O	/	g	proteína).	A	partir	de	 los	volúmenes	obteni‐
dos	con	proteínas	cuyo	peso	molecular	es	conocido,	es	posible	compararlos	
con	 otros	 de	 proteínas	 desconocidas	 para	 obtener	 información	 de	 la	 este‐
quiometria	de	una	proteína	o	de	un	complejo	de	proteínas.	
En	esta	tesis	presentamos	una	nueva	aproximación	para	medir	volúmenes	de	
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2. Materiales y métodos 




amplitud	pico‐pico	de	5	nm	para	evitar	dañar	 la	muestra.	 La	 frecuencia	de	
barrido	utilizada	es	de	1‐2	líneas/s	para	un	tamaño	de	imagen	de	500	x	500	
























2) Procesamiento	 de	 la	 imagen	 para	 el	 análisis.	 El	 procesamiento	 general‐
mente	consiste	en	la	substracción	de	un	plano	global	y	de	un	flatten	lineal.	
Esto	corrige	posibles	desviaciones	en	el	plano	de	la	imagen	ajustándolo	a	
una	 ecuación	 de	 segundo	 orden.	 Es	 importante	 eliminar	 las	 regiones	
donde	haya	proteína	o	ácidos	nucleicos	a	 la	hora	de	realizar	el	procesa‐








mo	 por	 ejemplo	 el	 ImageJ	 (http://rsb.info.nih.gov/ij/),	 el	 Image	 SXM	
(http://www.liv.ac.uk/~sdb/ImageSXM/)	y	el	WSxM	(Horcas,	2007)	que	
son	 programas	 gratuitos.	 También	 algunos	 programas	 comerciales	 es‐





2.3. Proteínas de mantenimiento estructural de los cromosomas 
Hemos	estudiado	el	complejo	procariota	de	proteínas	de	mantenimiento	es‐
tructural	 de	 los	 cromosomas	 o	 complejo	 SMC	 (por	 sus	 siglas	 en	 inglés	 de	






de	 la	cohesión	de	 las	cromátidas	hermanas,	 las	condensinas	 (SMC2‐SMC4)	
involucradas	 en	 la	 condensación	de	 los	 cromosomas,	 y	 un	 tercer	 tipo	 for‐
mado	por	SMC5‐SMC6	que	está	implicado	en	la	reparación	del	DNA.	En	pro‐





































están	 representados	 con	 distintos	 tonos	 de	 marrón	 para	 que	 se	 observe	 la	
dimerización	por	el	dominio	 “bisagra”.	 Las	dos	moléculas	de	ATP	situadas	entre	el	
dominio	 C‐terminal	 de	 un	 monómero	 y	 el	 N‐terminal	 de	 otro	 indica	 la	 región	 de	
unión	de	ATP.	La	representación	de	las	proteínas	suplementarias	ScpA	y	ScpB	se	ha	
realizado	 siguiendo	 la	 estructura	 cristalográfica	 del	 complejo	 análogo	 en	 E.	 coli	
MukBEF	 (Woo,	 2009)	 y	 la	 reciente	 estructura	 cristalográfica	 de	BsSMC	 (Bürmann,	
2013).	






















2.3.2. Preparación de las muestras para AFM 
Los	 componentes	del	 complejo	SMC	se	añadieron	primero	 individualmente	
en	el	tampón	de	reacción	compuesto	por	20	mM	TrisHCl	pH	7.5,	5	mM	NaCl	y	
0.25	 mM	 MgCl2	 a	 concentraciones	 finales	 de	 16.3	nM	 (SMCE1118Q),	 24	nM	
(ScpA)	y	18	nM	(ScpB).	Después,	se	añadieron	moléculas	de	DNA	de	323	bp	
de	 longitud	 (moléculas	de	 referencia)	 a	una	 concentración	 final	 de	3.3	nM.	


















la	mica.	 La	 reacción	 se	 completó	 añadiendo	moléculas	 de	 DNA	 (3.3	 nM)	 y	
MgCl2	(7.5	mM)	hasta	alcanzar	un	volumen	final	de	20	µl.	La	reacción	se	de‐
positó	en	la	superficie	de	la	mica	previamente	exfoliada	durante	30	segundos	
aproximadamente,	 se	 lavó	 con	 3	ml	 de	 agua	 filtrada	Milli‐Q	 y	 se	 secó	 con	
nitrógeno	gas.		




de	hebra	 sencilla	 que	posteriormente	 la	polimerasa	 emplea	 como	 sustrato.	
En	el	proceso	de	la	reparación	homóloga	una	hebra	de	cadena	sencilla	actúa	
como	sustrato	para	recuperar	 la	 información	genética	perdida.	Otros	ejem‐






secundarias:	 la	 cadena	de	nucleótidos	 se	pliega	sobre	sí	misma	debido	a	 la	
interacción	entre	sus	nucleótidos	complementarios,	adquiriendo	una	 forma	
globular.	De	hecho,	 la	 longitud	de	persistencia	de	 las	moléculas	de	DNA	de	
hebra	sencilla	se	considera	próxima	a	1	nm	(Bosco,	2014).	La	técnica	de	aná‐
lisis	 volumétrico	 desarrollada	 aquí	 proporciona	 un	nuevo	método	 para	 ca‐
racterizar	moléculas	de	DNA	de	hebra	sencilla	relacionando	el	volumen	con	
la	longitud	(en	nt)	de	las	moléculas	de	ssDNA.	
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superiores	 a	 11.3	 (Rojo,	 1993).	 En	 ambos	 casos	 el	 proceso	 es	 reversible	 y	





en	 hielo	 para	 evitar	 la	 renaturalización	de	 las	moléculas.	 Las	moléculas	 de	
DNA	mantuvieron	su	estructura	de	hebra	sencilla	a	temperatura	ambiente	y	
a	37°C	durante	al	menos	30	min,	por	lo	que	el	tiempo	de	preparación	de	las	
muestras	 que	 típicamente	 no	 alcanza	 los	 5	 minutos	 no	 afectaba	 a	 la	 re‐
hibridación	de	las	moléculas.	
Las	moléculas	de	DNA	de	cadena	doble,	a	partir	de	las	cuales	se	obtuvieron	
las	de	cadena	sencilla,	 se	 fabricaron	siguiendo	 los	protocolos	siguientes:	1)	
Moléculas	de	323	bp.	Este	 fragmento	 lineal	se	preparó	por	PCR	usando	el	
protocolo	proporcionado	por	el	Kit	Go‐Taq	PCR	Core	System	II	(Promega).	El	
producto	 de	 PCR	 fue	 purificado	 usando	 el	 Kit	 de	 Purificación	 de	 PCR	QIA‐
quick	(Quiagen);	2)	Moléculas	de	657	bp,	3)	1552	bp	y	4)	2209	bp.	Estos	















2.4.2. Preparación de las moléculas de ssDNA para el AFM 
Las	reacciones	finales	que	se	depositaron	en	la	mica	para	obtener	la	imagen	
de	AFM	contenían:	de	1	 a	5	nM	de	 ssDNA	 (10	mM	TrisHCl	pH	8.5)	depen‐
diendo	de	la	longitud	de	las	moléculas	y	3	nM	de	dsDNA	de	323	bp	de	longi‐
tud	(10	mM	TrisHCl	pH	8.5)	como	molécula	de	referencia	para	 las	medidas	
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3.  Objetivos 




1. Desarrollar	 un	método	 para	medir	 volúmenes	 de	 objetos	 nanomé‐





de	 volumen	 para	 obtener	 información	 de	 la	 estequiometria	 de	 las	
proteínas	que	 forman	el	 complejo	así	 como	 las	 interacciones	entre	
ellas.		
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4. Resultados experimentales 
4.1. Descripción de una nueva aproximación para medir volúmenes 











cual	 está	 adsorbido	el	 objeto.	El	plano	basal	 se	 calcula	 en	una	 región	de	 la	
imagen	que	esté	adyacente	al	objeto	que	se	quiere	estudiar	y	que	no	conten‐
ga	ningún	objeto.	En	la	Figura	3.6	(a)	se	muestra	un	ejemplo	en	el	que	la	re‐




Figura	3.6.	Medida	de	volúmenes	a	partir	de	 imágenes	de	AFM.	a)	 Primero	 se	
selecciona	una	región	adyacente	al	objeto	de	interés	y	se	calcula	el	plano	basal	y	 la	
densidad	 de	 ruido	 (volumen	 por	 área)	 representada	 en	 rojo.	 b)	 Segundo,	 se	
selecciona	 el	 área	 que	 contiene	 el	 objeto	 de	 interés	 y	 se	 calcula	 el	 volumen	 por	
encima	del	plano	basal	obtenido	en	la	región	desnuda.	Este	volumen	(representado	














origen	 se	 atribuye	 a	 ruidos	 electrónicos	 inherentes	 en	 la	 medida,	 ruidos	
térmicos	y/o	a	posibles	 efectos	de	 la	preparación	de	 la	muestra	 (como	ad‐
sorción	de	sal,	de	tampón	o	de	otros	componentes).	A	partir	de	este	volumen	
se	calcula	la	densidad	de	volumen	de	ruido	que	contiene	la	imagen.	En	este	







ruido	 obtenida	 anteriormente	 para	 substraer	 el	 volumen	 proporcional	 de	
ruido	que	hay	en	el	área	empleada	para	calcular	el	volumen	del	objeto	de	in‐
terés,	como	se	muestra	en	la	Ecuación	3.8.	
	   21 1M NAFM ij ruidoi jV h H p V      		 (3.8)	
donde	 ௥ܸ௨௜ௗ௢representa	el	volumen	de	ruido	correspondiente	a	la	imagen	de	área	M	x	N	píxeles	como	se	indica	en	la	Ecuación	3.9,	donde	ߩ௥௨௜ௗ௢es	el	valor	obtenido	en	la	región	adyacente	a	la	de	la	proteína.	
	 2ruido ruidoV M N p    		 (3.9)	
En	el	ejemplo	de	la	Figura	3.6,	el	volumen	de	la	molécula	de	SMC	antes	de	la	
sustracción	del	volumen	de	ruido	era	de	660	nm3,	mientras	que	el	volumen	
obtenido	 tras	 la	 substracción	 del	 volumen	 de	 ruido	 correspondiente	 es	 de	
613	nm3.	A	pesar	de	que	la	densidad	de	volumen	de	ruido	permite	corregir	el	
volumen	para	 cada	proteína	 y	 en	 cada	 imagen,	 también	 es	 importante	que	
los	datos	del	volumen	obtenidos	sean	comparables	en	distintos	experimen‐
tos.	Para	ello,	es	necesario	introducir	un	objeto	de	referencia	en	la	imagen.	
El	 uso	de	moléculas	de	DNA	como	moléculas	de	referencia	 tiene	 varias	
ventajas.	En	primer	 lugar,	está	 igualmente	afectado	por	efectos	de	dilación,	
deshidratación,	efectos	de	deriva	térmica,	creep,	compresión	de	la	punta,	etc.	
producidos	 durante	 la	medida.	 En	 segundo	 lugar,	 el	 DNA	 es	 una	molécula	
que	se	absorbe	a	la	superficie	de	la	mica	con	facilidad,	empleando	el	mismo	
tampón	 que	 las	 proteínas,	 lo	 que	 permite	 la	 co‐adsorción	 con	 proteínas.	
Además,	 su	 particular	 geometría	 las	 distingue	 fácilmente	 de	 otros	 objetos.	




porque	minimiza	 las	diferencias	en	 la	dilación,	ya	que	ésta	depende	 fuerte‐
mente	de	la	altura	de	los	objetos.		
Las	moléculas	de	DNA	se	co‐adsorbieron	junto	con	las	proteínas	SMC	y	el	vo‐
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4.2. Estudio de las proteínas del complejo SMC 
4.2.1. Caracterización de las proteínas SMC utilizando la técnica del 
análisis de volumen 
Las	 proteínas	 SMC	 se	 caracterizan	 por	 tener	 una	 estructura	 flexible,	 adop‐
tando	distintas	conformaciones	cuando	están	adsorbidas	en	la	mica	como	se	
observa	en	 la	Figura	3.8.	En	 función	de	 la	 forma	geométrica	que	muestran	










Figura	 3.8.	 Proteína	 SMC.	 a)	 Imagen	 de	 AFM	 característica	 de	 proteínas	 SMC	 y	
moléculas	de	DNA	de	323	bp	de	longitud	co‐adsorbidas	como	referencia.	Las	flechas	
indican	las	diferentes	conformaciones	que	puede	adoptar	la	proteína	SMC:	forma	de	
V	 (angulada),	 forma	 I	 (longitudinal)	 y	 forma	 de	 O	 (cerrada).	 b)	 Detalle	 de	 una	




Con	 el	 fin	 de	 validar	 nuestra	 nueva	 metodología,	 medimos	 el	 volumen	 de	
proteínas	SMC	siguiendo	el	procedimiento	descrito	en	la	Sección	2.2	y	los	re‐
presentamos	 en	 un	 histograma	 (Figura	3.9	 (a)).	 Este	 histograma	 contiene	
datos	obtenidos	en	diferentes	días	y	 con	puntas	distintas	 representando	 la	









dos	 picos,	 el	 segundo	 con	 un	 volumen	 que	 dobla	 el	 primero,	 centrados	 en	
1.6	±	0.1	y	3.1	±	0.2	nm3.	Sin	embargo,	el	error	relativo	de	los	picos	de	volu‐
men	 normalizado	 es	 del	 6%,	 aproximadamente	 la	 mitad	 de	 lo	 presentado	
previamente	por	otros	grupos	(Ratcliff,	2001)	(Neish,	2002)	(Minh,	2009).	







los	 dímeros	 de	 SMC.	 Los	 datos	 del	 histograma	 han	 sido	 ajustados	 a	 una	 curva	
gaussiana.		
La	alta	resolución	de	nuestras	 imágenes	nos	permitió	clasificar	 los	dímeros	
de	 SMC	 en	 función	 de	 su	 conformación	 geométrica.	 Estas	 conformaciones	
(abierta	tipo	V	o	I,	o	cerrada	tipo	O)	se	incluyen	en	los	histogramas	como	re‐
giones	rayadas	o	punteadas.	En	general,	no	se	observó	una	 tendencia	clara	



















	 2 2 20 0exp (1 ) ( ) ( / 2 )rA A PM v r r w RT B      	 (3.11)	
donde	ܲܯ	es	el	peso	molecular,	ܣ௥	y	ܣ଴	son	las	absorbancias	a	radio	ݎ	y	ݎ଴,	respectivamente,	̅ߥ	es	el	volumen	parcial,	ߩ	es	la	densidad	del	tampón,	߱	es	
la	velocidad	angular	y	ܤ	es	la	compensación	de	la	línea	basal.		
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Esta	técnica	reveló	que	la	proteína	SMC	era	un	dímero	en	solución	a	concen‐
traciones	en	el	 rango	del	micromolar.	Por	 lo	 tanto,	dado	que	en	 los	experi‐
mentos	de	AFM	están	hechos	con	concentraciones	más	bajas,	del	orden	del	
nanomolar,	 podemos	 asignar	 el	 pico	 de	mayor	 volumen	 a	 la	 población	 de	
dímeros	y	el	pico	de	menor	volumen	a	la	población	de	monómeros	de	SMC.	
4.2.2. Caracterización de las proteínas ScpA y ScpB utilizando la técnica 
del análisis de volumen 


























4.3. Los volúmenes medidos a partir de imágenes de AFM son 
proporcionales al peso molecular de proteínas 
Estudios	anteriores	han	demostrado	que	los	volúmenes	de	proteínas	obteni‐
dos	a	partir	de	imágenes	de	AFM	muestran	una	dependencia	lineal	frente	al	
peso	molecular	 (Wyman,	1997)	 (Schneider,	 1998)	 (Ratcliff,	 2001)	 (Neaves,	
2009).		














conformaciones	 obtienen	 un	 volumen	 equivalente.	 El	 volumen	 absoluto	 de	
las	proteínas	representado	frente	a	su	peso	molecular	sigue	también	una	re‐
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cillus	 subtilis.	 Las	 imágenes	 de	 AFM	 y	 el	 correspondiente	 histograma	 de	
volúmenes	para	las	dos	proteínas	se	muestran	en	la	Figura	3.12.	La	proteína	
SSB	es	un	tetrámero	estable	en	solución	que	tiende	a	agregar	a	bajas	concen‐




su	 peso	 molecular.	 a)	 Gráfica	 del	 volumen	 normalizado.	 b)	 Gráfica	 de	 los	
volúmenes	absolutos.	Los	volúmenes	normalizados	siguen	un	comportamiento	lineal	
frente	 al	 peso	 molecular	 del	 tipo:	 ௣ܸ௥௢௧/ ௥ܸ௘௙ ൌ 11.5	 േ 0.2	ݔ	10ିଷ	݇ܦܽିଵ	ݔ	ܲܯ ൅
0.06	 േ 0.01.	
	



























DNA	 como	 para	 las	 proteínas	 del	 complejo	 SMC	 y	 las	 cuentas	 también	 están	
normalizadas	respecto	del	número	de	cuentas	totales	(N	=	96	y	N	=	255	para	AddAB	
y	SSB	respectivamente).	
4.4. Interacciones entre los componentes del complejo SMC 
Una	de	las	aplicaciones	más	valiosas	del	análisis	de	volumen	es	estudiar	in‐
teracciones	entre	proteínas.	Por	ejemplo,	en	el	artículo	(Schlacher,	2005)	es‐
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4.4.1. Estudio de la interacción entre SMC y ScpA 
Para	 estudiar	 interacciones	 entre	 los	 componentes	 del	 complejo	 SMC	 hici‐
mos	 experimentos	mezclando	 dos	 proteínas	 cada	 vez.	 Primero	 estudiamos	
las	interacciones	entre	SMC	y	ScpA.	En	la	Figura	3.13	se	observan	las	proteí‐
nas	 SMC	 con	 su	 forma	 característica,	 las	 proteínas	 globulares	 ScpA	 y	 las	
moléculas	de	DNA	que	emplearemos	como	molécula	de	referencia.		
 









SMC	 sola	 (línea	 azul).	 El	 desplazamiento	 de	 los	 picos	 corresponde	 con	 un	
19%	y	22%	respectivamente	respecto	a	las	posiciones	originales.	Si	conside‐
ramos	una	 interacción	de	1:1	entre	SMC	y	ScpA,	el	desplazamiento	que	de‐
beríamos	 observar	 según	 los	 pesos	moleculares	 sería	 del	 22%.	 Esto	 indica	
que	existe	una	proteína	de	ScpA	unida	a	cada	monómero	de	SMC.	
4.4.2. Estudio de la interacción entre SMC y ScpB 




car	 conclusiones	 sobre	 la	 interacción	 entre	 proteínas	 únicamente	 con	 una	
simple	 inspección	 visual	 de	 las	 imágenes.	 Sin	 embargo,	 el	 histograma	 de	
volúmenes	muestra	 que	 el	 volumen	 de	 los	monómeros	 y	 dímeros	 de	 SMC	
cuando	 se	 ha	 introducido	 ScpB	 (línea	 naranja)	 coincide	 con	 los	 picos	 de	
monómeros	y	dímeros	del	experimento	de	SMC	sola	(línea	azul).	Esto	indica	
que	las	dos	proteínas,	SMC	y	ScpB,	no	están	interaccionando.		







4.4.3. Estudio de la interacción entre ScpA y ScpB 














reacción	de	ScpA	con	ScpB	 (datos	y	 línea	negra)	 (N	=	253).	En	verde	y	morado	 se	
muestran	los	ajustes	gaussianos	de	los	datos	del	volumen	normalizado	de	la	proteína	
ScpB	y	ScpA	sola,	respectivamente.		
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to	 de	 los	 picos	 del	monómero	 y	 dímero	 de	 SMC	hacia	 volúmenes	mayores	
(línea	verde)	en	 comparación	con	 los	datos	de	SMC‐ScpA	 (línea	 rosa).	Esto	
sugiere	que	la	proteína	ScpB	está	interaccionando	con	SMC	en	presencia	de	

















ca.	 Sin	 embargo,	 no	 se	 encontró	una	 tendencia	 clara	 entre	 el	 volumen	 y	 la	
conformación	de	 las	proteínas	SMC,	encontrando	aproximadamente	el	50%	
de	proteínas	abiertas	y	cerradas	(datos	no	mostrados).	




res.	 La	 cola	 de	 volúmenes	mayores	 corresponde	 con	 estructuras	 de	mayor	
tamaño	que	hemos	clasificado	como:	multímeros	(Figura	3.17	(b)),	a	aque‐
llas	donde	los	dímeros	de	SMC	tienen	una	forma	ordenada	con	un	punto	bri‐




La	 formación	 de	multímeros	 está	 favorecida	 por	 la	 presencia	 de	 proteínas	
suplementarias.	En	la	Figura	3.17	(d)	se	observa	que	el	18%	de	los	dímeros	












proteínas	 suplementarias.	 a)	 Histograma	 de	 volúmenes	 normalizados	 del	
experimento	 con	 las	 tres	 proteínas	 (SMC,	 ScpA	 y	 ScpB)	 ampliado	 a	 volúmenes	
mayores.	 b)	 y	 c)	 Ejemplos	 de	 multímeros	 y	 agregados	 respectivamente.	 d)	
Porcentajes	de	aparición	de	 las	estructuras	de	mayor	 tamaño:	agregados	 (verde)	y	
multímeros	(azul)	respecto	al	número	de	dímeros.		
Por	el	contrario,	 los	agregados	aparecen	cuando	hay	al	menos	una	proteína	
suplementaria	presente	 junto	con	SMC.	En	el	experimento	con	 las	 tres	pro‐




Para	 confirmar	 los	 resultados	 obtenidos	 mediante	 el	 análisis	 de	 volumen	
nuestros	colaboradores	hicieron	experimentos	de	filtración	en	gel,	una	técni‐
ca	que	permite	separar	complejos	en	función	de	su	tamaño:	los	complejos	de	
mayor	 tamaño	 (proteínas	 que	 interaccionan)	 eluyen	 primero	 que	 los	 com‐
plejos	 más	 pequeños	 (proteínas	 individuales).	 Por	 lo	 tanto,	 incubando	 las	
proteínas	tal	y	como	se	hizo	en	los	experimentos	de	AFM	y	haciéndolas	pasar	
por	 la	 columna	 de	 gel,	 se	 confirmó	 que	 la	 proteína	 ScpA	 interacciona	 con	
ambas	proteínas	(SMC	y	ScpB)	mientras	que	no	hay	evidencia	de	una	inter‐
acción	directa	entre	las	proteínas	SMC	y	ScpB	(Fuentes‐Perez,	2012).	























ción	 total.	 Esto	 indica	 que	 la	 interacción	 por	 el	 dominio	 eje	 de	 la	 proteína	
SMC	es	estable	durante	un	periodo	de	tiempo	largo,	suficiente	para	realizar	
los	experimentos.	
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4.6. Consideraciones técnicas sobre el cálculo de volúmenes 





4.6.1. Elección del volumen de referencia de DNA 
La	elección	de	un	objeto	que	actúe	como	volumen	de	referencia	es	algo	im‐
portante	para	poder	comparar	datos	tomados	en	distintos	días	y	con	distin‐
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Las	 moléculas	 de	 DNA	 cumplen	 estos	 requisitos.	 Pueden	 co‐adsorberse	
fácilmente	junto	con	las	proteínas	que	se	desee	estudiar	y	tienen	la	gran	ven‐
taja	 de	 que	 pueden	 ser	 fácilmente	 distinguidas	 por	 su	 característica	 forma	
longitudinal.	Para	reducir	la	dispersión	de	los	datos,	se	debe	elegir	como	re‐
ferencia	una	pequeña	región	de	la	molécula,	y	el	DNA	tiene	la	ventaja	de	que	







Figura	 3.19.	 a)	 Diferentes	 áreas	 con	 moléculas	 de	 DNA.	 b)	 Distribución	 de	 los	
volúmenes	de	DNA	medidos	con	cada	una	de	las	áreas	mostradas	en	a).	
Para	obtener	el	tamaño	óptimo	de	la	ventana	de	DNA	que	debemos	utilizar	
como	 referencia,	 medimos	 diferentes	 volúmenes	 de	 referencia	 utilizando	
áreas	de	diferentes	tamaños:	10	x	10	nm,	20	x	20	nm,	30	x	30	nm	y	40	x	40	












cie,	 como	 ocurre	 con	 el	 magnesio.	 Por	 tanto,	 los	 extremos	 finales	 pueden	
fluctuar	y	en	ciertas	ocasiones	estar	levantados	cuando	se	prepara	la	mues‐




4.6.2. Tamaño de la punta 
La	elección	de	la	punta	es	importante	a	la	hora	de	tomar	imágenes	de	AFM,	
dado	que	puntas	con	dimensiones	diferentes	producirán	un	efecto	de	convo‐













anchura	 a	media	 altura	 (FWHM)	y	 el	 radio	de	 la	molécula	de	DNA.	El	 esquema	no	
está	hecho	a	escala	real.	
Lo	primero	que	se	necesita	obtener	es	el	radio	real	de	 la	punta	durante	 los	







	 2 2 2( ) ( / 2)punta DNA puntaR R FWHM R   	 (3.12)	







punta	 ultrafina	 es	 de	 133	 ±	18	nm3,	 más	 pequeño	 que	 el	 obtenido	 con	 las	
puntas	convencionales	(167	±	28	nm3).	
 














utilizando	 como	 referencia	moléculas	 de	DNA	 coadsorbidas	 con	 las	 proteí‐
nas.	Los	nuevos	volúmenes	normalizados	fueron	representados	frente	al	pe‐







Caracterización de sistemas biológicos con AFM 
76	




ocurre	 con	 dsDNA,	 la	 adopción	 de	 estructuras	 secundarias	 en	 ssDNA	 hace	






dsDNA	 (323	 bp)	 coadsorbidas	 con	moléculas	 de	 ssDNA	de	 distintas	 longitudes:	a)	
323	nt,	b)	657	nt,	c)	1552	nt,	d)	2209	nt	y	f)	2743	nt.		
Con	 el	 fin	 de	 relacionar	 longitudes	 con	 volumen	decidimos	 aplicar	 nuestra	
nueva	metodología	a	moléculas	de	ssDNA	(Fuentes‐Perez,	2013).	En	primer	
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Figura	 3.23.	 Análsis	 de	 volumen	 aplicado	 a	 ssDNA.	 Dependencia	 lineal	 del	
volumen	 de	 ssDNA	 en	 función	 de	 su	 longitud	 en	 nucleótidos:	 ௦ܸ௦஽ே஺/ ௥ܸ௘௙ ൌ 7.6	 േ




También	 es	 posible	 estimar	 el	 volumen	 teórico	de	 las	moléculas	 de	 ssDNA	
para	compararlo	con	los	volúmenes	experimentales	obtenidos	a	partir	de	las	
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5. Discusión de los resultados 
En	este	 capítulo	hemos	descrito	una	nueva	 aproximación	para	medir	 volú‐
menes	basada	en	métodos	directos	a	los	que	hemos	incorporado	dos	nuevas	








ciones	 de	 preparación	 de	 los	 experimentos	 no	 son	 homogéneas	 en	 toda	 la	
superficie,	 la	 rugosidad	 de	 la	 superficie	 puede	 variar	 significativamente	 al	
barrer	distintas	zonas.	A	lo	largo	del	tiempo	en	el	que	se	toman	las	imágenes	






















de	 monómeros.	 Los	 experimentos	 de	 ultracentrifugación	 analítica	 (UAC)	
mostraron	que	ScpB	es	un	dímero	estable	a	concentraciones	de	~	10	µM.	Sin	
embargo,	en	los	experimentos	de	AFM	la	población	observada	era	mayorita‐








mente)	 pero	 poseen	 estructuras	 diferentes	 (la	 primera	 con	 una	 estructura	
más	 flexible	y	alargada	y	 la	 segunda	más	compacta	y	alta).	Sin	 embargo,	el	
volumen	obtenido	para	las	dos	proteínas	se	ajusta	perfectamente	a	la	misma	
regresión	lineal.	Por	lo	tanto,	a	partir	de	estos	resultados	se	puede	decir	que	
el	 volumen	no	 se	 ve	 afectado	por	 los	 diferentes	 cambios	 conformacionales	
que	 las	proteínas	adopten	en	 la	mica,	al	menos,	en	el	 rango	de	 tamaños	de	
proteínas	empleados	en	este	trabajo.		
También	se	ha	estudiado	la	dependencia	del	volumen	con	el	radio	de	la	pun‐










































y	 SMC2‐ScpA2‐ScpB4.	 El	 volumen	 experimental	 obtenido	 está	 entre	 el	 volu‐
men	 teórico	 de	 los	 dos	 complejos:	 SMC2‐ScpA‐ScpB2	 y	 SMC2‐ScpA2‐ScpB4.	
También	se	ha	observado	que	 la	proteína	SMC	forma	estructuras	de	mayor	
tamaño	que	hemos	definido	como	multímeros	y	agregados.	Mientras	que	los	




do	 la	 interacción	 de	 éstas	 por	 sus	 dominios	 cabeza.	 Además,	 dado	 que	 la	
hidrólisis	de	ATP	se	lleva	a	cabo	por	el	dominio	cabeza	de	las	proteínas	SMC,	
las	 proteínas	 suplementarias	 podrían	 desempeñar	 una	 función	 importante	
como	agentes	reguladores.		









4.  Proteínas Iniciadoras de la 
Replicación Caracterizadas por 
AFM  
1. Introducción 




































desplazará	 hasta	 la	 burbuja	 de	 replicación.	 La	 helicasa	 comienza	 a	 abrir	 la	
doble	hélice	para	facilitar	el	substrato	a	 la	polimerasa	(ver	Figura	4.2	para	
más	detalle).	




La	 replicación	 comienza	 en	 el	 Origen,	 una	 región	 específica	 que	 está	 formada	
generalmente	por	Cajas	de	DnaA	(donde	se	unen	las	OBP	específicas	de	la	bacteria,	




del	 sistema	(remodelación)	donde	 la	helicasa	se	mueve	a	 la	burbuja	de	replicación	
para	 comenzar	 a	 abrir	 el	DNA.	El	 último	paso	 (no	mostrado)	 sería	 la	 llegada	de	 la	
polimerasa	a	la	burbuja	de	replicación,	comenzando	la	etapa	de	elongación.	
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Figura	 4.3.	 Estructura	 de	 proteínas	OBP:	 a)	 proteína	 cromosómica	 de	 bacteria	












1.1. Iniciación de la replicación en el plásmido RK2 
Como	sistema	modelo	para	estudiar	la	iniciación	de	la	replicación	se	eligió	el	
plásmido	 RK2.	 El	 plásmido	 RK2	 puede	 replicarse	 en	 una	 amplia	 gama	 de	
huéspedes,	entre	los	que	encuentran	todas	las	bacterias	gram‐negativas	y	la	








se	 encuentra	 bien	 conservada	 (TAAncnntntTTt)	 (Kowalczyk,	 2005).	 Dichas	



















la	 chaperona	 ClpX	 de	E.	 coli,	 o	 como	 efecto	 cooperativo	 de	 las	 chaperonas	
ClpB,	DnaK,	DnaJ	y	GrpE	de	E.	coli	(Kolatka,	2010).		
1.1.1. Experimentos de SPR 
El	trabajo	inicial	de	nuestros	colaboradores	usando	la	técnica	de	Resonancia	
Superficial	Plasmónica	 (SPR	por	sus	siglas	en	 inglés,	Surface	Plasmon	Reso‐











concentraciones	 crecientes	de	proteína	 (0.1,	0.25,	0.5,	0.75	y	1	µM),	 la	 res‐
puesta	del	sensor	aumenta,	lo	que	se	interpreta	como	una	interacción	entre	
el	DNA	que	contiene	la	secuencia	de	los	iterones	y	la	proteína	TrfA.	A	conti‐









Figura	4.5.	 Interacción	específica	de	TrfA	en	 la	 región	de	 los	 iterones	y	a	un	
oligo	que	 contiene	 la	 secuencia	de	 la	hebra	 inferior	de	 la	 región	 rica	en	AT.	
Representación	 gráfica	 (panel	 superior)	 y	 gráficas	 experimentales	 de	 los	
experimentos	 de	 SPR	 (panel	 inferior).	 a)	 La	 proteína	 TrfA	 se	 une	 a	 los	 iterones	
(dsDNA),	b)	la	proteína	TrfA	no	se	une	al	oligo	que	contiene	la	secuencia	de	la	hebra	






se	 fluyen	 en	 la	 celda	 competirían	 entre	 sí	 y	 la	 respuesta	 observada	 por	 el	
aparato	sería	una	mezcla	de	todas	las	interacciones	producidas	en	la	celda	de	
reacción.	










cajas	 DnaA	 (donde	 se	 une	 la	 proteína	 DnaA),	 cuatro	 iterones	 (donde	 se	 une	 la	
proteína	RepE	en	 forma	monomérica)	y	una	región	rica	en	AT,	 formada	por	cuatro	
repeticiones	 de	 ocho	 bases.	 La	 proteína	 RepE	 es	 un	 dímero	 en	 solución,	 pero	 sin	
embargo,	sólo	en	su	forma	monomérica	es	activa	para	unirse	a	los	iterones.	






Figura	 4.7.	 Proteína	 RepA.	 a)	 Esquema	 de	 la	 estructura	 del	 monómero	 de	 la	









está	 implicado	en	 la	unión	de	DNA	a	 los	 iterones	 (Figura	4.7).	La	proteína	
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2. Materiales y Métodos 




(llamado	 D/L	 a	 partir	 de	 ahora),	 por	 lo	 que	 la	 proteína	 TrfA	 D/L	 es	 un	
monómero	estable	en	solución.	También	han	purificado	la	proteína	RepE	con	
una	mutación	puntual	 (R118P)	que	 le	hace	estable	 como	monómero.	Estos	
mutantes	son	monómeros	activos	que	se	unen	a	los	iterones.	Los	detalles	de	
la	 purificación	 se	 pueden	 encontrar	 en	 los	 artículos	 (Blasina,	 1996)	 y	
(Matsunaga,	1997).	
Los	 fragmentos	 lineales	de	DNA	para	AFM	 se	han	preparado	por	digestión	







do	el	Kit	de	Purificación	de	PCR	QIAquick	 (Quiagen).	 Los	oligos	 fueron	en‐
cargados	a	la	compañía	Thermo	Scientific.	
La	proteína	RepA	fue	purificada	y	ensamblada	por	el	grupo	del	Prof.	Rafael	
Giraldo.	 La	 proteína	 RepA	 se	 ha	 purificado	 con	 una	 mutación	 puntual	 del	
aminoácido	A31V	en	el	dominio	WH1	que	permite	que	el	plásmido	pPS10	se	
pueda	 replicar	 y	 mantener	 en	 una	 gran	 variedad	 de	 bacterias	 huésped	
(Giraldo,	 2004).	 La	 concentración	 de	 la	 muestra	 una	 vez	 ensamblada	 for‐
mando	fibras	fue	de	25	µM	de	RepA‐WH1	(A31V)	en	tampón	(40	mM	Hepes	
pH	8.0,	0.1	M	Na2SO4,	5	mM	Mg2SO4,	7%	PEG4000,	3%	MPD).		
2.2. Preparación de las muestras para AFM 
Para	los	experimentos	de	interacción	entre	TrfA	y	RepE	con	DNA	se	preparó	
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das	 fueron	 el	 modelo	 PPP‐NCH	 (PointProbePlus)	 de	 Nanosensors	 (Suiza).	
Ver	Tabla	1.1	para	más	detalle.	
	 	











2. Averiguar	 si	 es	posible	que	 las	proteínas	TrfA	y	RepE	 se	unan	a	 la	
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4. Resultados experimentales 
4.1. Proteína TrfA 
En	esta	 sección	 se	va	 a	 estudiar	 la	 interacción	de	 la	proteína	TrfA	 con	una	
molécula	de	DNA	que	contiene	la	secuencia	de	los	iterones	y	posteriormente	




4.1.1. Unión de TrfA a los iterones 
El	primer	paso	es	estudiar	la	interacción	de	la	proteína	TrfA	con	la	región	de	




rones	 se	 encuentra	 en	 una	 posición	 específica	 y	 asimétrica	 del	 centro,	 po‐




imágenes	 de	 AFM	 de	 distintas	 amplificaciones	 donde	 se	 muestran	 los	 complejos	
DNA:TrfA	con	círculos.	El	inicio	y	final	del	perfil	en	b)	se	indica	con	flechas	blancas.	








las	 imágenes	 de	 AFM.	 También	 se	 ha	 caracterizado	 la	 altura	media	 de	 los	






4.1.2. Unión de TrfA a los iterones y a la región rica en AT simultánea-





















bles	 DNA:TrfA	 con	 una	 altura	 de	 2	 nm	 aprox.	 y	 complejos	 triples	
DNA:TrfA:oligo	con	una	altura	de	3	nm	aprox.	(Figura	4.9	(c)).		
Aplicando	 este	 criterio	 de	 alturas	 para	 distinguir	 entre	 complejos	 dobles	
(DNA:TrfA)	y	complejos	triples	(DNA:TrfA:oligo)	podemos	contar	el	número	
de	moléculas	que	han	 incorporado	el	oligo.	Se	obtiene	que	el	porcentaje	de	
complejos	 triples	 observados	 en	 el	 caso	 del	 oligo	 sup.	 es	 del	 2%,	 frente	 al	
80%	de	complejos	 triples	observados	con	el	oligo	 inf.	 (Figura	4.9	(d	y	e)).	
Por	lo	tanto,	podemos	concluir	que	la	secuencia	es	importante	para	que	pro‐
duzca	la	interacción	entre	la	proteína	TrfA	y	la	región	rica	en	ATs.	
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Figura	4.9.	Formación	del	complejo	 triple	DNA:TrfA:oligo.	a)	 y	b)	 Imágenes	de	
AFM	del	experimento	con	 los	 tres	 componentes:	DNA:TrfA:oligo	 sup.	y	oligo	 inf.	El	
oligo	contiene	 la	 secuencia	de	 la	hebra	superior	e	 inferior	de	 la	 región	rica	en	ATs	
respectivamente.	Las	 flechas	blancas	 indican	el	principio	y	 final	del	perfil	de	altura	
mostrado	en	la	gráfica.	Los	círculos	indican	complejos	representativos	como	los	que	
se	 muestran	 en	 el	 perfil	 de	 alturas.	 c)	 Perfil	 de	 altura	 donde	 se	 observan	 las	
diferencias	entre	un	complejo	triple	(altura	3	nm	aprox.)	y	un	complejo	doble	(altura	
2	 nm	 aprox.).	 d)	 Histograma	 de	 alturas	 de	 los	 tres	 experimentos:	 DNA:TrfA,	
DNA:TrfA:oligo	 sup.	 y	 DNA:TrfA:oligo	 inf.	 e)	 Porcentaje	 de	 complejos	 triples	
observados	en	los	tres	experimentos.	
También	se	realizó	el	experimento	control	sin	TrfA,	con	DNA	y	el	oligo	inf.,	y	
no	 se	 observaron	 complejos	 triples	 (imágenes	 no	 mostradas,	 ver	 material	
suplementario	(Wegrzyn,	2014)).	
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4.1.3. Estudio de la formación del complejo triple DNA:TrfA:oligo me-
diante el análisis de volúmenes 
El	análisis	de	volumen	ha	sido	aplicado	con	éxito	por	otros	grupos	de	inves‐
tigación	para	estudiar	la	 interacción	entre	DNA	y	proteínas	(Wyman,	1997)	
(Verhoeven,	 2002)	 (Beerens,	 2005).	 Por	 esto	 mismo,	 decidimos	 aplicar	 el	
método	de	volúmenes	descrito	en	el	Capítulo	3	para	caracterizar	la	unión	de	
las	proteínas	iniciadoras	de	la	replicación	al	DNA.		
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Figura	 4.10.	Análisis	 de	 volumen	 de	 la	 proteína	 iniciadora	 de	 la	 replicación	
TrfA.	a)	Ilustración	del	método	para	obtener	el	volumen	con	un	área	circular	de	20	
nm	de	radio.	La	ventana	circular	se	centra	siempre	en	el	complejo.	b)	Tres	ejemplos	










4.1.4. Necesidad de los cuatro 13-meros para que se produzca el com-
plejo ternario 
Hasta	ahora	hemos	comprobado	que	la	secuencia	de	la	región	rica	en	ATs	es	






repeticiones	de	 la	 hebra	 superior;	 el	 segundo	oligo,	 L‐M1,	 contiene	 las	 dos	
primeras	repeticiones	(L‐M1)	de	la	hebra	inferior	y	las	otras	dos	repeticiones	





Figura	 4.11.	 Necesidad	 de	 los	 cuatro	 13‐meros	 para	 que	 se	 produzca	 el	





oscuro	 a	 brillante	 corresponde	 con	 ‐0.5	 y	 3	 nm.	 La	 nomenclatura	 utilizada	


















4.1.5. Mutaciones puntuales en la secuencia del oligo inf. modifican la 










petición	 (L)	del	OriV	 por	 la	primera	 repetición	 (L)	del	origen	del	DNA	cro‐
mosómico	de	E.	coli,	llamado	OriC	(Figura	4.12	(a)).	
De	nuevo,	se	repitieron	los	experimentos	de	SPR	con	los	nuevos	oligos	para	




del	OriC	 cuya	secuencia	es	completamente	distinta,	 la	ocurrencia	de	 forma‐
ción	del	complejo	binario	es	parecida	a	la	del	oligo	inf.	sin	modificar.		
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Figura	 4.12.	 Mutaciones	 puntuales	 en	 el	 oligo	 inf.	 reducen	 la	 eficiencia	 de	
formación	 del	 complejo	 triple.	 a)	 Secuencia	 de	 los	 oligos	 con	 las	 mutaciones	
correspondientes	A2T:	la	segunda	adenina	se	ha	cambiado	por	una	timina.	TAA:	Las	
primeras	 tres	bases	 se	han	 cambiado	por	 sus	 complementarias	ATT.	TTT:	 Las	 tres	
timinas	 situadas	 entre	 las	 posiciones	 11	 y	 13	 se	 han	 sustituido	 por	 sus	
complementarias	 AAA.	 L‐C:	 la	 primera	 repetición	 entera	 se	 ha	 cambiado	 por	 la	
primera	repetición	del	DNA	cromosomal	de	E.Coli.	b)	Porcentaje	de	formación	de	los	
complejos	 ternarios	 observados	 por	 AFM.	 c)	 Experimentos	 de	 SPR	 con	
concentraciones	crecientes	de	proteína	TrfA	de	0.1.	0.25,	0.5,	0.75	y	1	µM,	para	cada	
uno	de	 los	oligos.	Estos	experimentos	 fueron	realizados	por	el	grupo	del	Prof.	 Igor	
Konieczny.	d)	Imágenes	de	AFM.	La	escala	de	color	de	oscuro	a	brillante	entre	0	y	2.5	
nm.	
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4.2. Proteína RepE 
Los	experimentos	realizados	con	TrfA	sugieren	un	modelo	en	el	que	la	pro‐






tos	 clave	 con	 la	 proteína	 RepE,	 la	 proteína	 Rep	 del	 plásmido	 F.	 En	 este	
plásmido,	hay	cuatro	iterones	en	lugar	de	cinco	y	las	cajas	de	DnaA	están	si‐
tuadas	 junto	 a	 la	 región	 rica	 en	ATs	 en	 lugar	 de	 junto	 a	 los	 iterones	 como	
ocurría	en	el	plásmido	RK2.	
4.2.1. Unión de RepE a los iterones 
De	nuevo,	se	comprobó	que	la	proteína	RepE	interacciona	con	el	DNA	en	la	
región	de	 los	 iterones.	En	este	caso,	 la	molécula	 lineal	de	DNA	contiene	 los	
cuatro	iterones	que	forman	el	OriS,	situados	entre	los	34	y	65	nm	de	uno	de	







Figura	4.13.	 Interacción	de	RepE	 con	 el	DNA	 en	 la	 región	de	 los	 iterones.	a)	
Imagen	 representativa	 de	 AFM	 donde	 se	 muestran	 dos	 complejos	 dobles	 de	
DNA:RepE.	Las	 flechas	 indican	el	 inicio	y	 final	del	perfil	de	alturas	mostrado	como	
inserto	 en	 la	 imagen	 y	 el	 círculo	 indica	 otro	 complejo	 doble.	 b)	 Esquema	 de	 la	
posición	de	los	iterones	en	el	fragmento	lineal	de	DNA	(parte	superior)	e	histograma	
de	posiciones	de	la	interacción	DNA:RepE	(parte	inferior).	




chas	 de	 la	 imagen	 se	 puede	 ver	 en	 la	 gráfica	 de	 la	Figura	4.13	 (a)	 y	 otro	
complejo	con	las	mismas	características	está	indicado	con	un	círculo.	
 
Figura	 4.14.	 Visualización	 de	 proteínas	 individuales	 de	 RepE	 unidas	 a	 los	
iterones.	a)	 Esquema	de	 la	posición	de	 los	 iterones	y	 la	 separación	entre	ellos.	b)	
Histograma	 de	 posiciones	 medidas	 a	 partir	 de	 las	 imágenes	 de	 AFM.	 c),	 d)	 y	 e)	
Ejemplos	 de	 perfiles	 de	 alturas	 donde	 se	 observan	 picos	 en	 las	 posiciones	
correspondientes	a	los	iterones.		
En	estos	experimentos,	se	observaron	en	varias	ocasiones	picos	característi‐







iterones	 individuales.	Esto	 indica	que	 los	picos	representan	proteínas	RepE	
individuales	localizadas	en	la	posición	de	los	iterones.		
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4.2.2. Unión de RepE a los iterones y a la región rica en AT simultánea-
mente: caracterización de alturas 
Siguiendo	la	misma	estrategia	que	en	el	caso	de	la	proteína	TrfA,	se	diseña‐





AFM	 del	 experimento	 involucrando	 los	 tres	 componentes:	 DNA:RepE:oligo	 con	 la	
secuencia	de	 la	hebra	superior	e	 inferior	de	 la	región	rica	en	ATs	respectivamente.	
Las	 flechas	 blancas	 indican	 el	 principio	 y	 final	 del	 perfil	 de	 altura	mostrado	 en	 la	
gráfica.	Los	círculos	indican	complejos	representativos	como	los	que	se	muestran	en	
el	 perfil	 de	 alturas.	 c)	 Perfil	 de	 altura	 donde	 se	 observan	 las	 diferencias	 entre	 un	
complejo	 triple	 (altura	 3	 nm	 aprox.)	 y	 un	 complejo	 doble	 (altura	 2	 nm	 aprox.).	d)	
Histograma	de	alturas	de	 los	 tres	 experimentos:	DNA:RepE,	DNA:RepE:oligo	 sup.	 y	
DNA:RepE:oligo	 inf.	 e)	 Porcentaje	 de	 complejos	 triples	 observados	 en	 los	 tres	
experimentos.	
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pondiente	 incubando	 la	mezcla	 durante	 10	minutos	más.	 Las	 imágenes	 de	
AFM	características	para	cada	experimento	se	muestran	en	la	Figura	4.15.		
En	ambos	 casos	 se	observó	un	 complejo	 en	 la	posición	de	 los	 iterones.	 Sin	




terio	 de	 alturas	 para	 distinguir	 entre	 complejos	 dobles	 (altura	 de	 2	 nm	











































fibras	 individuales	parece	 indicar	que	son	estructuras	heterogéneas	 forma‐
das	por	un	número	variable	de	protofilamentos.	




de	 fibras	 de	 RepA	 desensamblandose	 en	 protofibras	 obtenida	 con	 microscopía	
electrónica	por	nuestros	colaboradores.	b)	 Imagen	de	 fibras	de	RepA	obtenida	con	
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fica	de	 los	 iterones.	Además,	 la	proteína	Rep	 interacciona	simultáneamente	
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Además,	la	proteína	RepE	es	capaz	de	interaccionar	simultáneamente	con	los	































zallar	 las	 fibras	 provocando	 el	 desensamblaje	 en	 protofilamentos,	 se	 obtu‐
vieron	protofilamentos	homogéneos.	A	partir	de	los	cuales	se	pudo	proceder	
a	la	reconstrucción	por	microscopía	electrónica.	Ajustando	el	volumen	de	la	





5. Otras aplicaciones de la 
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1. Aplicación de los ácidos nucleicos a la 
nanotecnología: estructuras de DNA origami 
En	esta	 sección	 comentaremos	 el	 trabajo	de	 caracterización	de	 estructuras	
de	DNA	origami	que	se	ha	llevado	a	cabo	como	colaboración	con:		
‐	El	grupo	del	Prof.	Dr.	Ulrich	F.	Keyser	(Laboratorio	Cavendish,	Uni‐






1.1. Introducción al DNA origami 
Fuera	 de	 la	 biología	 tradicional,	 las	 moléculas	 de	 DNA	 pueden	 emplearse	
como	 piezas	 de	 LEGO	 nanométricas	 para	 construir	 nanoestructuras	 más	
grandes.	Esta	disciplina	se	conoce	como	nanotecnología	del	DNA	y	está	basa‐
da	en	la	alta	especificidad	que	hay	en	la	hibridación	de	bases	complementa‐
rias.	El	 concepto	es	 sencillo:	 una	hebra	de	 cadena	 sencilla	de	DNA	hace	de	
andamiaje	(scaffold)	y	unos	oligos	con	secuencias	complementarias	hacen	de	

















ssDNA	que	hace	de	andamio	 (scaffold)	 es	de	 color	negro	y	 los	oligos	que	hacen	de	




























de	 aplicar	 una	 diferencia	 de	 potencial	 entre	 ambos	 lados	 del	 poro.	 El	 origami	 se	
coloca	en	el	poro	del	nanocapilar	al	aplicar	una	diferencia	de	potencial	y	se	observa	






se	observa	 como	un	 cambio	 en	 la	 corriente	 iónica	y	 se	puede	detectar	 con	
gran	precisión	(Hernández‐Ainsa,	2013).	







liposomas.	Un	 esquema	de	 la	 estructura	 diseñada	 se	muestra	 en	 la	Figura	
5.3.		
Este	 diseño	 está	 pensado	 para	 atrapar	 o	 transportar	 pequeñas	 moléculas	













Los	 aptámeros	 se	 desbloquean	 bajo	 la	 presencia	 del	 estímulo	 que	 se	 diseñe	
permitiendo	así	que	el	cargamento	se	una	a	las	anclas	interiores.	
1.2. Materiales y métodos 










Este	 diseño	 tenía	 una	 plataforma	 cuadrada	 en	 un	 lado	 de	 la	 parte	
superior,	 que	 incrementa	 la	 altura	 al	 doble	 en	 esa	 región.	Hay	dos	













3) Poro	~	5	nm.	Mismo	diseño	que	 el	 anterior	 (poro	~	15	nm)	pero	
con	un	tamaño	de	poro	más	pequeño	de	~	5	nm	(Figura	5.6).	En	es‐








































Figura	 5.8.	 Estructura	 DNA	 origami	 como	 nanocontenedor.	 a)	 Esquema	 en	 3	
dimensiones	de	la	estructura.	b)	Vista	frontal	de	la	estructura	cerrada.	c)	Vista	desde	
arriba	de	la	estructura	abierta.	





una	 substracción	 de	 un	 plano	 global	 y	 de	 un	 flatten	 plus,	 realizado	 con	 el	








1.4. Resultados experimentales 
1.4.1. Nanoporos de DNA origami 
Las	primeras	estructuras	que	estudiamos	 fueron	 las	que	 tenían	 la	platafor‐
ma.	En	primer	lugar,	decidimos	observar	las	estructuras	al	aire,	siguiendo	el	
mismo	procedimiento	 descrito	 en	 la	 página	 33	 para	 las	moléculas	 de	DNA	
(adsorción	con	magnesio).	Sin	embargo,	 las	estructuras	de	origami	resulta‐
ron	 ser	muy	 frágiles	 y	 las	 imágenes	mostraron	estructuras	 fragmentadas	y	
heterogéneas	(Figura	5.9).	La	mayor	parte	de	los	origami	tenían	una	especie	
de	cola,	 lo	que	 indica	que	 la	estructura	se	había	empezado	a	desensamblar.	
De	manera	general,	el	lado	más	débil	era	el	que	contenía	la	plataforma.		



















tienen	 las	dimensiones	correctas	 teniendo	en	cuenta	el	 tamaño	de	 la	punta	
(largo:	67	±	4	nm	y	ancho:	59	±	5	nm;	para	el	poro	en	el	caso	correspondien‐
te,	 largo:	19	±	5	nm	y	ancho:	17	±	2	nm;	N	≥	10).	Alguna	de	ellas	tiene	cola	




mensiones	de	 la	estructura.	En	el	perfil	de	alturas	de	 la	Figura	5.10	(a)	 se	




nen	 tapa.	Esto	puede	ser	debido	bien	a	que	 la	 tapa	está	completamente	 le‐
vantada	(a	pesar	de	que	la	simulación	sugiere	que	no	es	así)	o	a	que	se	haya	
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la,	 lo	 que	 significa	 que	 son	más	 estables.	 En	 un	 principio,	 la	 plataforma	 se	
había	diseñado	para	proteger	el	anclaje	de	la	tapa.	Sin	embargo,	estos	expe‐
rimentos	demuestran	que	 las	 estructuras	 son	más	 estables	 sin	 ella.	 Las	di‐
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Figura	 5.11.	 Imágenes	 de	 AFM	 en	medio	 líquido	 de	 las	 estructuras	 de	 DNA	











Figura	 5.12.	 Imágenes	 de	 AFM	 en	medio	 líquido	 de	 las	 estructuras	 de	 DNA	
origami	con	un	poro	de	5	nm.	La	escala	de	color	(de	oscuro	a	claro)	va	de	0	–	12	
nm.	










cionalizadas	con	biotinas	son	 idénticas	a	 las	que	 tienen	un	tamaño	de	poro	
de	15	nm	sin	funcionalizar.	Sin	embargo,	tras	incubarlas	con	estreptavidinas	
durante	2	horas	a	temperatura	ambiente,	la	mayoría	de	las	estructuras	pare‐





Figura	 5.13.	 Imágenes	 de	 AFM	 en	medio	 líquido	 de	 las	 estructuras	 de	 DNA	
origami	con	poro	de	15	nm	y	funcionalizadas.	a)	Con	biotinas	y	b)	con	biotinas	y	
estreptavidinas.	La	escala	de	color	(de	oscuro	a	claro)	va	de	0	–	12	nm.	
1.4.2. Nanocontenedores de DNA origami 
Dada	nuestra	experiencia	anterior,	decidimos	observar	directamente	los	na‐







vatura	 aproximado	 de	 unos	 30	 nm	 (Biolever,	 Olympus).	 Las	 palancas	 em‐
pleadas	en	 líquido	poseen	una	punta	con	un	radio	de	curvatura	mayor	que	




sin	 romperlas.	 Puntas	 más	 duras,	 como	 son	 las	 TR400PSA	 (Olympus)	 con	
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Figura	 5.15.	 Estructuras	 cerradas	 de	 nanocontenedores	 de	 DNA	 origami.	 a)	










1.5. Discusión de los resultados 





























a	 una	mayor	 resolución	 lateral.	 Sin	 embargo,	 en	 otros	 casos,	 como	 con	 los	
DNA	origami,	es	más	conveniente	utilizar	puntas	más	blandas	para	no	dañar	
la	estructura,	sacrificando	la	resolución.	
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2.1. Introducción  
La	 interacción	de	pequeños	 componentes	 intercalantes	 con	el	DNA	ha	 sido	
estudiada	durante	muchos	años.	Unos	se	unen	en	la	hendidura	mayor	o	me‐
nor	de	la	doble	hélice,	otros	se	unen	inespecíficamente	debido	a	interaccio‐
nes	electrostáticas,	 etc.	La	mayoría	de	ellos	 son	 inespecíficos,	pero	algunos	
han	captado	una	atención	especial	debido	a	su	actividad	antitumoral.	
La	mayor	parte	de	 los	 fármacos	anticancerígenas	descritos	hasta	 la	pasada	
década	 provienen	 de	 productos	 naturales	 o	 derivados	 naturales	 (Balunas,	
2005),	 o	 son	 componentes	 miméticos	 (casi	 idénticos)	 a	 los	 naturales	



















acumularía	 en	 la	membrana	 plasmática	 y	 debido	 a	 su	 tendencia	 a	 agregar	
causa	la	disrupción	de	ésta	(Molina‐Guijarro,	2011).		
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lando	 las	moléculas	de	DNA	en	un	 agregado	de	KF	 (Camunas‐Soler,	 2013).	
Nuestro	trabajo	consistió	en	investigar	esta	interacción	con	AFM	y	ayudar	a	
proporcionar	una	visión	más	completa	de	cómo	funciona	la	molécula.		




ron	 pre‐tratando	 la	mica	 con	 espermina	 (Sigma	Aldrich),	 que	 confiere	 a	 la	
mica	una	carga	positiva	permitiendo	la	adsorción	de	 las	moléculas	de	DNA.	
El	pretratamiento	se	realizó	depositando	20	µl	de	1	mM	espermina	sobre	la	
mica	 previamente	 exfoliada	 durante	 1	 minuto	 aproximadamente	 y	 poste‐
riormente	se	lavó	con	abundante	agua	Milli‐Q	y	se	secó	con	nitrógeno	gas.		
Las	reacciones	se	prepararon	con	1.65	ng	de	DNA	lineal	(pGEM‐3Z,	Promega)	












la	 renaturalización	 de	 las	moléculas.	 Estas	moléculas	 permanecen	 estables	
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en	su	forma	de	cadena	sencilla	durante	al	menos	3	días	a	4°C.	Las	reacciones	




zado	 es	 el	modo	 dinámico	 con	modulación	 en	 amplitud	 (tapping)	 con	 una	
amplitud	pico‐pico	de	5	nm	para	evitar	dañar	 la	muestra.	 La	 frecuencia	de	
barrido	 utilizada	 fue	 de	 1‐2	 líneas/s.	 Las	 imágenes	 se	 tomaron	 en	 aire	 y	 a	






ción	del	DNA	en	presencia	del	 péptido	KF,	 aportando	 información	 comple‐
mentaria	a	los	experimentos	obtenidos	por	pinzas	ópticas.	
2.4. Resultados experimentales 
2.4.1. KF sin DNA 
Dado	que	el	péptido	KF	 tenía	 tendencia	a	agregar,	primero	se	comprobó	si	
esto	ocurría	en	el	tiempo	de	incubación	de	la	muestra.	Para	ello,	se	prepara‐





Figura	 5.17.	 Imágenes	 de	 AFM	 del	 péptido	 KF	 en	 ausencia	 de	 DNA.	 a)	
Experimento	con	100	µM	de	KF	sin	incubación.	b)	Experimento	con	100	µM	de	KF	a	
los	30	minutos	de	incubación	a	temperatura	ambiente.		
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2.4.2. Interacción de KF con DNA de cadena doble 
Cuando	el	péptido	KF	(100	µM)	se	incuba	en	presencia	de	dsDNA	(0.9	nM)	se	
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va	acompañada	de	 la	 formación	de	agregados	de	mayor	 tamaño	tal	y	como	
ocurre	con	las	moléculas	de	DNA	de	cadena	doble.		
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Sin	embargo,	en	este	caso	las	moléculas	de	DNA	que	se	observan	saliendo	del	















2.5. Discusión de los resultados 
Los	tratamientos	citotóxicos	actuales	para	combatir	el	cáncer	se	denominan	




cerígenos	 no	 es	 muy	 elevada	 para	 las	 células	 cancerosas,	 produciendo	 a	
cambio	la	muerte	de	células	sanas.		
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un	anillo	 en	 la	mitad	de	 la	 célula	durante	 la	división	 celular	 (anillo	Z),	 que	
ejerce	la	fuerza	necesaria	para	contraerse	hasta	dividir	la	membrana	celular	
formando	dos	células	(Margolin,	2005).	La	proteína	TubZ	está	implicada	en	




En	el	 extremo	N‐terminal	 (en	verde	manzana)	 tienen	un	dominio	Rossman	
(en	amarillo).	Este	dominio	estructural	es	común	en	proteínas	de	unión	a	nu‐
cleótidos	y	está	formado	por	tres	láminas	beta	intercaladas	por	dos	alfa	héli‐




Figura	5.21.	Estructura	 cristalina	de	 las	principales	proteínas	análogas	de	 la	
familia	de	las	tubulinas	y	FtsZ,	en	eucariotas	y	procariotas.	Las	estructuras	son	
cortesía	de	Dra.	Marian	Oliva.	
La	microscopía	de	 fuerzas	atómicas	 se	ha	empleado	para	 caracterizar	gran	
parte	de	estas	proteínas.	Por	ejemplo,	se	ha	observado	la	dinámica	de	desen‐







3.2. Materiales y métodos 
La	proteína	TubZ	nativa	ha	sido	purificada	por	la	Dra.	Marian	Oliva.	Además	























Las	 imágenes	 fueron	 tomadas	 siguiendo	 el	mismo	procedimiento	 de	 las	 fi‐
bras	amiloides	de	RepA	(ver	materiales	y	métodos	página	90).	
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El	tratamiento	de	las	imágenes	se	hizo	de	la	manera	habitual	con	una	subs‐




filamentos	 de	 TubZ	mediante	 AFM	 y	 la	 comprobación	 del	 autoensamblaje	
con	la	proteína	moduladora	TubY	en	las	fibras	de	TubZ.	
3.4. Resultados experimentales 
Los	primeros	experimentos	que	hicimos	se	realizaron	en	aire,	con	condicio‐
nes	de	lavado	y	secado	habituales	(ver	Capítulo	4,	Sección	2.2).	Entre	todos	












Figura	 5.22.	 Imágenes	 de	 AFM	 de	 TubZ	 en	 aire,	 preparadas	 con	 el	
procedimiento	 habitual	 de	 lavado	 y	 secado.	 a)	 T100A	 y	 b)	 E200A.	 La	 flecha	
blanca	en	la	parte	superior	derecha	indica	la	dirección	del	lavado	y	secado.	
A	continuación	decidimos	observar	las	fibras	en	medio	líquido	utilizando	el	
propio	 tampón	de	ensamblaje	de	 las	 fibras.	A	pesar	de	ser	un	 tampón	ade‐
cuado	para	medir,	resultó	muy	difícil	obtener	imágenes	de	las	fibras	debido	a	
que	 las	condiciones	de	adsorción	no	producían	una	fijación	fuerte	de	 los	 fi‐
lamentos	a	la	superficie.	En	alguna	ocasión	pudimos	ver	fibras	en	los	prime‐












pero	 después	 de	 hacer	 el	 zoom.	 La	 punta	 era	 doble	 en	 el	 momento	 de	 tomar	 las	
imágenes.	
Por	lo	tanto,	decidimos	continuar	con	los	experimentos	en	aire,	mejorando	el	
modo	 de	 preparación	 de	 la	muestra.	 El	 lavado	 con	 agua	Milli‐Q	 con	 1	mM	
GTP	 y	 6	 mM	 Mg(OAc)2	 favorecía	 un	 secado	 al	 aire	 sin	 necesidad	 de	 usar	
nitrógeno	gas,	y	de	esta	manera	los	filamentos	quedaban	adheridos	a	 la	su‐
perficie.	
3.4.1. Filamentos de TubZ 
Los	 experimentos	 se	 realizaron	 con	 las	proteínas	TubZT100A	 y	TubZE200A,	 ya	
que	con	la	proteína	nativa	apenas	se	observan	filamentos.	Con	ambas	proteí‐
nas	se	obtuvieron	una	amplia	variedad	de	fibras:	desde	fibras	de	pocos	nm,	
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Figura	 5.24.	 Fibras	 de	 TubZT100A	 observadas	 en	 aire	 lavando	 con	 GTP	 y	
Mg(OAc)2.y	secado	al	aire.	a)	 Imagen	de	gran	área	donde	se	observa	un	ovillo	de	
fibras	en	la	parte	inferior	derecha	y	otras	fibras	indivuales	y	o	encordadas.	b)	Imagen	
donde	 se	 observa	 el	 comienzo	de	 un	 encordado	de	 fibras.	c)	 y	e)	 Imagenes	 de	 los	
distintos	tipos	de	fibras	(tipo	1,	 tipo	2	y	tipo	3)	d)	Perfil	de	alturas	de	 los	distintos	




filamento	 doble	 de	 TubZ	 con	 estructura	 helicoidal.	 Y	 siguiendo	 la	 misma	
comparación,	un	filamento	de	tipo	2	está	formado	por	un	filamento	de	TubZ	
con	estructura	tetrahelicoidal.	
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3.4.2. Filamentos de TubZ y TubY 
Una	de	las	preguntas	que	queremos	responder	es	cómo	interacciona	la	pro‐
teína	moduladora	TubY	 con	 los	 filamentos	de	TubZ.	Esta	proteína	 también	
presente	en	este	sistema	de	segregación	de	los	plásmidos	podría	estar	impli‐











con	GTP	y	Mg(OAc)2	y	 sin	 secado.	a)	 Imágenes	 de	 los	 filamentos	más	 pequeños	
observadas	 por	 AFM.	 b)	 Imágenes	 de	 una	 zona	 con	 alta	 densisdad	 de	 filamentos	
donde	 se	 observa	 poca	 interacción	 lateral	 de	 los	mismos.	 c)	 Imagen	 de	 gran	 área	
donde	 se	muesta	 los	 distintos	 tipos	 de	 estructuras	 que	 adoptan	 los	 filamentos.	d)	
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aparece	una	estructura	más	 fina	(indicada	con	 flechas	blancas	en	 la	Figura	
5.25	(d)).	La	altura	media	de	estas	estructuras	es	de	2.0	±	0.1	nm	y	una	an‐
chura	media	de	14.8	±	1.2	nm,	 lo	que	correspondería	con	 los	 filamentos	de	
tipo	1	encontrados	en	el	experimento	de	TubZ.	Esta	estructura	fina	se	recu‐





Por	 lo	 tanto,	a	partir	de	nuestros	experimentos	concluimos	que	 la	proteína	
TubY	interacciona	con	el	filamento	de	TubZ.	Esta	aseveración	se	basa	en	las	
siguientes	 observaciones:	 primero,	 los	 filamentos	 de	 la	 proteína	 nativa	 no	
pudieron	ser	adsorbidos	a	 la	mica	y	segundo,	 las	 interacciones	 laterales	de	




mente,	 los	 resultados	de	microscopía	electrónica	obtenidos	por	 la	Dra.	Ma‐
rian	Oliva	apoyan	estos	resultados.	












los	 distintos	 tipos	 de	 filamentos	 formados	 por	 TubZ,	 desde	 filamentos	 pe‐
queños	hasta	grandes	agrupaciones	de	filamentos.	La	mínima	unidad	obser‐








do	 filamentos.	 Por	 ejemplo,	 algunas	 de	 las	 preguntas	 por	 resolver	 serían:	
como	ensamblan	 los	 filamentos	en	presencia	del	nucleótido	no	hidrolizable	
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El	 péptido	 KF	 interacciona	 con	DNA	 de	 cadena	 doble	 formando	 agregados	
que	aumentan	de	tamaño	con	el	tiempo	de	incubación,	mientras	que	la	inter‐
acción	 con	DNA	de	 cadena	 sencilla	 se	 observa	 inmediatamente	después	de	
mezclarlos.	Además,	la	agregación	de	ssDNA	favorece	la	hibridación	del	DNA.	
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Filamentos	de	TubZ:	
7. Se	han	 caracterizado	 los	 filamentos	 formados	por	 la	proteína	TubZ.	Las	
imágenes	de	AFM	permitieron	distinguir	desde	filamentos	dobles	helicoida‐
les,	hasta	grandes	agrupaciones	de	filamentos.	Además,	se	ha	observado	in‐
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Tampoco	me	 puedo	 olvidar	 de	mis	 chicas	 junior.	 La	 gran	 sintonía	 y	 entu‐
siasmo	que	hemos	tenido	este	tiempo	se	nota	en	cada	actividad	que	organi‐
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A	mis	 amigos	 de	 la	 carrera	 ¡qué	 buenos	 tiempos	 pasamos	 juntos!	 Siempre	














do.	Te	deseo	 lo	mejor	en	 tu	nueva	etapa	europea.	Rubén,	 eres	un	 luchador	
nato	al	que	admiro.	Ojalá	y	que	nunca	pierdas	 tu	 sentido	del	humor.	 Jesús,	
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“Love	doesn’t	make	the	world	go	round.		
Love	is	what	makes	the	ride	worthwhile”.	
Franklin	P.	Jones	
	
